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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Als in der zweiten Hélfte der 60er Jahre, hauptsichlich durch die Experimente von NIERENBERG und
KHORANA, der genetische Code vollsténdig entschliisselt war (WOESE, 1967), schien dieser absolut
universdl, d. h. far alle Organismen gleichermal3en giltig zu sein. Ein reichliches Jahrzehnt spéter
wurden jedoch in Mitochondrien der Hefe Saccharomyces cerevisiae erstmals Abweichungen von diesem
Prinzip entdeckt: die Sequenz der Gene einer Cytochrom-Oxidase-Untereinheit, einer ATPase-
Untereinheit und des Cytochrom b liel? darauf schlieflen, dass das Triplett UGA hier nicht als
Terminations-Signal genutzt wird, sondern fir Tryptophan steht (MACINO et al., 1979). Im gleichen Jahr
wurde auch fur menschliche Mitochondrien die Verwendung von UGA als Tryptophan-Codon im Gen
der entsprechenden Cytochrom-Oxidase-Untereinheit beschrieben, auflerdem codierte AUA nicht
Isoleucin sondern Methionin (BARRELL €t al., 1979).

Heute ist davon auszugehen, dass nur die Mitochondrien von Landpflanzen und zum Teil auch Algen-
Mitochondrien den universellen genetischen Code verwenden (OSAWA et al., 1992; KNIGHT et al., 2001).
Im mitochondrialen Genom der meisten eukaryotischen Organismen ist dagegen mindestens einem
Codon eine andere Bedeutung zugeordnet als im universellen genetischen Code. Mit Abstand am
weitesten verbreitet ist die Nutzung von UGA fir Tryptophan, nachgewiesen in Tieren, Pilzen,
Flagellaten, Ciliaten sowie einigen Algen (INAGAKI et al., 1998). Neben dieser Abweichung vom
universellen Code und der bereits erwéhnten, ebenfals oft vorkommenden Verwendung des |soleucin-
Codons AUA fur Methionin kdnnen in Mitochondrien auch folgende Verdnderungen auftreten: AGA und
AGG (Arginin im universellen genetischen Code) codieren Serin oder Glycin bzw. werden als
Terminations-Signal genutzt, AAA (Lysin im Standard-Code) steht fur Asparagin, CUN (Leucin) fur
Threonin, UAA (Stopp) fur Tyrosin, UAG (Stopp) fur Alanin oder Leucin, und UCA (Serin) kann als
Stopp-Codon auftreten (OSAWA et al., 1992; WOLSTENHOLME, 1992; KNIGHT et al., 2001). Zum Tell
werden auch Codons wie z. B. CGN (Arginin) oder AGA und AGG (Arginin) weder einer bestimmten
Aminosaure zugeordnet noch als Terminations-Signal verwendet, diese Tripletts sind in offenen
Leserahmen nicht anzutreffen. Einige der erwahnten Varianten sind nur vereinzelt anzutreffen: die
Umwandlung von UAA (Stopp) in ein Tyrosin-Codon ist moglicherweise auf wenige oder sogar nur eine
einzige Plathelminthes-Spezies beschrankt (BESSHO et al., 1992; TELFORD et al., 2000) und auch die
Verwendung des Serin-Codons UCA als Terminations-Signal wurde bisher nur fur eine Grinalgen-Art
beschrieben (KUcK et al., 2000).

Abwandlungen des universellen genetischen Codes sind jedoch nicht nur im stark reduzierten
Mitochondrien-Genom, sondern auch im nukledren System einiger Organismen zu finden. Besonders
hervorzuheben ist in dieser Hinsicht die Gruppe der Ciliaten: UGA (Stopp) kann hier Cystein oder
Tryptophan codieren, die beiden anderen Terminations-Signale im universellen Code, UAG und UAA,
dagegen Glutamin (LOzUPONE et al., 2001). Letztere Zuordnung tritt auch in den meisten Diplomonaden
(KEELING und DOOLITTLE, 1997) und in einigen Grunalgen (SCHNEIDER und DE GROOT, 1991) auf.
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Zahlreiche Candida- und Ascomycetes-Spezies nutzen CUG (Leucin) flr Serin (SUGITA und NAKASE,
1999).

Innerhalb der Prokaryoten sind dagegen bisher nur wenige Beispiele fir Varianten des universellen
genetischen Codes bekannt. Die Verwendung von UGA (Stopp) as Tryptophan-Codon (wie in
nicht-pflanzlichen Mitochondrien) wurde zuerst fir Mycoplasma capricolum beschrieben (YAMAO et al.,
1985) und ist auch in den Gattungen Spiroplasma, Ureaplasma und Mesoplasma zu finden (RAZIN et al.,
1998). In M. capricolum ist dem Codon CGG (Arginin) keine Funktion zugeordnet (OBA et al., 1991),
das Gleiche gilt fur AGA (Arginin) und AUA (Isoleucin) in Micrococcus luteus (KANO et al., 1993). In
methanogenen Archaea und moglicherweise auch in einigen Gram-positiven Bakterien (z. B.
Desulfitobacterium hafniense) kann das Stopp-Codon UAG Pyrrolysin codieren, ein Lysin-Derivat, bei
dem der e-Stickstoff dieser Aminoséure durch eine Amid-Bindung mit eéinem C4-substituierten Pyrrolin-
5’-carboxylat verknupft ist (HAO et al., 2002; SRINIVASAN et al., 2002).

Obwohl bestimmte Varianten as Relikte eines primitiven Codes diskutiert wurden (GRIVELL, 1986),
exigtieren Modelle, welche plausibel erkléren, wie die erwahnten Abweichungen durch Wechsel der
Bedeutung bestimmter Codons (reassignment) aus dem universellen genetischen Code hervorgegangen

sein kdnnten (OsAwA und JUKES, 1989; ANDERSSON und KURLAND, 1995; SCHULTZ und Y ARUS, 1996).

Eine Vielzahl von Varianten des genetischen Codes ist wie erwahnt mit der Nutzung von Stopp-Codons
fir Aminosduren verbunden, sehr weit verbreitet (sowohl in Mitochondrien als auch in nukledren
Systemen) ist die Codierung von Tryptophan durch UGA. Abgesehen davon und von der Verwendung fur
Cystein in Euplotes (MEYER et al., 1991) besitzt dieses Codon jedoch noch eine weitere Bedeutung: die
Codierung der seltenen Aminosdure Selenocystein (das Selen-Analogon des Cysteins). Als Bestandteil
eines Polypeptids wurde diese erstmas 1976 im Protein A der Glycin-Reduktase aus Clostridium
sticklandii nachgewiesen (CoONE et al., 1976). Ein Jahrzehnt spdter wurde in den Genen von zwei
Selenocystein-enthaltenden Enzymen, der Glutathion-Peroxidase der Maus (CHAMBERS et al., 1986)
sowie der Formiat-Dehydrogenase H aus E. coli (ZINONI et al., 1986) inmitten des offenen Leserahmens
ein UGA-Codon nachgewiesen, welches offensichtlich den cotranslationalen Einbau von Selenocystein
bewirkt (ZINONI et al., 1987; BOCK und STADTMANN, 1988).

Mittlerweile ist eine Vielzahl von Selenoproteinen aus alen drei Doménen (Bacteria, Archaea und
Eukarya) bekannt. In fast allen Féllen handelt es sich um Oxidoreduktasen, die einen Selenocystein-Rest
im aktiven Zentrum aufweisen, wobei die im Vergleich zur Thiolgruppe (pKa?3 8) hohere Reaktivitét der
unter physiologischen Bedingungen dissoziiert vorliegenden Selenolgruppe (pKa = 5,2) genutzt wird
(STADTMAN, 1996).

Eukaryotische Selenoproteine sind hauptsichlich in Wirbeltieren anzutreffen (BURK und HiLL, 1999;
GLADYSHEV und KRYUKOV, 2001), an Hand von Markierungsexperimenten mit “Selen wurde ihre
Anzahl in Saugern auf 30-50 geschétzt (BEHNE et al., 1996). Die bekanntesten Vertreter gehdren zur
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Klasse der Glutathion-Peroxidasen (BRIGELIUS-FLOHE, 1999), der lodothyronin-Deiodinasen (KOHRLE,
2000) sowie der Thioredoxin-Reduktasen (SUN et al., 1999). Daneben wurde eine Reihe weiterer
Selenoproteine identifiziert, deren Funktion noch nicht eindeutig geklart bzw. vdllig unbekannt ist
(VENDELAND et al., 1995; GLADYSHEV et al., 1998; KRYUKOV et al., 1999; LESCURE et al., 1999;
CASTELLANO et al., 2001; MARTIN-ROMERO et al., 2001; KOROTKOV et al., 2002; KYRIAKOPOULOS et
al., 2002). Besonders erwahnenswert unter diesen ist dabei Selenoprotein P, welches mehr als einen
Selenocystein-Rest enthdt: je nach Spezies sind es 10-17 (HILL et al., 1991; SAlJOH et al., 1995;
KRYuUKov und GLADYSHEV, 2000). Ein weiteres in Eukaryoten nachgewiesenes Selenoenzym, die
Selenophosphat-Synthetase, tritt auch in Bakterien und Archaea auf, enthdlt allerdings in einigen
prokaryotischen Spezies ein Cystein an Stelle des Selenocysteins (GUIMARAES et al., 1996;
LACOURCIERE und STADTMAN, 1999).

Entgegen der bisher vorherrschenden Meinung, dass Pflanzen ebenso wie Hefen keine Selenoproteine
synthetisieren (LESCURE et al., 2002), konnte vor kurzem Selenocystein in einer Glutathion-Peroxidase
der Grunalge Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen werden (FU et al., 2002). Selenoproteine mit
Homologien zu Glutathion-Peroxidasen werden offensichtlich auch von verschiedenen Viren codiert
(SHISLER et al., 1998; ZHAO et al., 2000).

Beispiele fir bakterielle Selenoenzyme sind die bereits erwadhnte Formiat-Dehydrogenase H aus E. cali,
die Selenophosphat-Synthetase aus Haemophilus influenzae (GUIMARAES et al., 1996), die [NiFeSe]-
Hydrogenase aus Desulfomicrobium baculatum (EIDSNESS et al., 1989), ein Peroxiredoxin aus
E. acidaminophilum (SOHLING et al., 2001), die Proteine A und B der Glycin-, Sarcosin- und Betain-
Reduktase aus diesem Organismus (ANDREESEN et al., 1999; WAGNER et al., 1999) sowie die Prolin-
Reduktase aus Clostridium sticklandii (KABISCH et al., 1999). Bakterielle Selenoproteine mit mehr als
einem Selenocystein-Rest sind bisher nicht bekannt.

Selenocystein-enthaltende  Formiat-Dehydrogenasen und Hydrogenasen wurden auch in Archaea
identifiziert, als Beispiele seien hier die Formiat-Dehydrogenase aus Methanococcus vannilii (JONES et
al., 1979) sowie die Fo-reduzierende und die Fgpo-nicht-reduzierende [NiFeSe]-Hydrogenase aus
Methanococcus voltae (HALBOTH und KLEIN, 1992) genannt. Weitere in Archaea nachgewiesene
Selenoproteine sind die Formyl-M ethanofuran-Dehydrogenase aus Methanopyrus kandleri (VORHOLT et
al., 1997) und die Heterodisulfid-Reduktase aus Methanococcus jannaschii (WILTING et al., 1997).
Letzterer exprimiert neben weiteren Selenoproteinen auch eine F4o-nicht-reduzierende Hydrogenase, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit zwel Selenocystein-Reste enthdlt (ROTHER et al., 2001) und somit neben
dem eukaryotischen Selenoprotein P das einzige bisher bekannte Beispiel dafir ist, dass diese

Aminosaure auch mehrfach in einem Polypeptid auftreten kann.

In alen bisher bekannten Selenoprotein-Genen wird Selenocystein durch UGA codiert. Dieses Triplett
kann somit sogar innerhalb ein und desselben Genoms zwei verschiedene Funktionen austiben:

Termination der Trandation oder Inkorporation von Selenocystein. Fir das Gen der Formiat-
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Dehydrogenase H (fdhF) konnte gezeigt werden, dass eine ca. 40 Nukleotide umfassende Sequenz
unmittelbar stromabwarts vom UGA, welche sich zu einer mRNA-Sekundarstruktur falten kann, dafir
verantwortlich ist, dass dieses Triplett wahrend der Trandation nicht als Terminations-Signal sondern als
Selenocystein-Codon interpretiert wird (ZINONI et al., 1990; HEIDER €t al., 1992). Im Gegensatz zu den
zuvor beschriebenen Abweichungen vom universellen genetischen Cade, die in der Regel alle Tripletts
innerhalb eines Genoms beztreffen, fihrt hier ein spezifisches Signal auf mMRNA-Ebene im Einzelfall zu
einer Anderung der Decodierungs-Regeln, ein Prozess, der auch als recoding bezeichnet wird
(GESTELAND und ATKINS, 1996).

Durch die Anayse von E. coli-Mutanten mit fehlender FDH-Aktivitdt konnten vier Gene identifiziert
werden, welche flr den Einbau von Selenocystein essentiell sind, diese wurden mit selA, selB, selC und
selD bezeichnet (LEINFELDER et al., 1988a). Auf dieser Grundlage wurde fir E. coli der Mechanismus
der Synthese und der cotranglationalen Inkorporation dieser Aminosaure aufgeklért (Abb. 1).

Das Gen selC codiert fur eine tRNA mit dem Anti-Codon UCA, welches komplementar zum UGA-Codon
der Selenoprotein-mRNA ist (LEINFELDER et al., 1988b). Diese Selenocystein-spezifische tRNA zeigt
eine Relhe einzigartiger Merkmale, die sie von den Ubrigen Elongator-tRNAs in E. coli unterscheidet
(BARON et al., 19934q). Als auffalligste Eigenschaft sei hier die Lange des Akzeptor-Stammes genannt,
dieser weist acht statt der Ublichen sieben Basenpaare auf. Der Ausgangspunkt fir die cotrandationale
Selenocystein-Inkorporation ist die Aminoacylierung der Selenocystein-spezifischen tRNA, diese wird
durch die Seryl-tRNA-Synthetase mit Serin beladen (LEINFELDER et al., 1988b). Die tRNA-gebundene
Aminosaure wird anschliel?end durch das Pyridoxal phosphat-abhangige Enzym Selenocystein-Synthase
(das Produkt des selA-Gens) in einen Selenocysteyl-Rest umgewandelt (FORCHHAMMER und BOCK,
1991; TORMAY et al., 1998). Die prosthetische Gruppe des Enzyms bildet eine Schiff’ sche Base mit der
Aminogruppe des Seryl-Restes, nach Eliminierung von Wasser entsteht Aminoacrylyl-tRNA*. Durch
die formale Addition von HSe an die Doppelbindung dieses Intermediates wird Selenocysteyl-tRNA*
gebildet. Die Reaktion erfordert Selenophosphat als Selendonor (GLASS et al., 1993), dieses wird durch
die Selenophosphat-Synthetase, das Produkt des selD-Gens, in einer ATP-abhangigen Reaktion gebildet
(LEINFELDER €t al., 1990; EHRENREICH €t al., 1992; VERES et al., 1994).

Im Gegensatz zu allen anderen aminoacylierten Elongator-tRNAs wird tRNA* nicht von EF-Tu erkannt
(FORSTER et al., 1990). Statt dessen existiert ein spezieller Elongationsfaktor, der vom selB-Gen codiert
wird und Selenocysteyl-tRNAS® bindet, jedoch keine Interaktion mit Seryl-tRNAS® eingeht
(FORCHHAMMER et al., 1989). SelB ist mit 614 Aminosauren bzw. 68 kDa wesentlich grofl3er als EF-Tu
(393 Aminosauren, 43 kDa), zeigt jedoch im N-terminalen Bereich deutliche Homologien zu diesem
(HILGENFELD et al., 1996). Die drei Doméanen von EF-Tu (BERCHTOLD et al., 1993) sind auch in dem
Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor konserviert. Dieser weist alerdings noch eine zusétzliche
vierte Doméne auf, zu der es keine Entsprechung in EF-Tu gibt (KROMAYER et al., 1996). Dieser Bereich
des Proteins, der reich an Arginin- und Lysin-Resten ist, bindet an die bereits erwahnte Sekundérstruktur
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der fdhF-mRNA (BARON et al., 1993b; KROMAYER et al., 1996), wahrend die anderen drei Domanen,
analog zu EF-Tu, fir die Bindung von GTP und Aminoacyl-tRNA verantwortlich sind. Die Interaktion
des quaterndren Komplexes aus SelB, GTP, Selenocysteyl-tRNAS® und mRNA mit einem
tranglatierenden Ribosom fihrt zur Inkorporation von Selenocystein in die wachsende Polypeptid-K ette.

Die Funktion der auch as SECIS (sdlenocysteine insertion sequence) bezeichneten mRNA-
Sekundéarstruktur besteht dabei nicht nur in einer Erhdhung der lokalen Konzentration von Selenocysteyl -
tRNAS® in der N&he des entsprechenden UGA-Codons, sondern vor alem in der Auslésung einer
Konformationsdnderung in SelB. Dadurch wird die korrekte Wechselwirkung des Elongationsfaktors mit
dem Ribosom, welche zur Hydrolyse von GTP und zum Transfer der beladenen tRNA in die ribosomale
A-site fihrt, gewéhrleistet (HUTTENHOFER und BOck, 1998b; THANBICHLER et al., 2000). Dieser
Mechanismus verhindert offensichtlich, dass eéin UGA-Terminations-Signal als Selenocystein-Codon
interpretiert wird, da in diesem Fall die entsprechende mRNA-Struktur nicht vorhanden ist. Abb. 1 zeigt

schematisch die Synthese und cotrand ational e Inkorporation von Selenocysteinin E. coli.

tRNA>*

Selenid
ATP
Seryl-tRNA-Synthetase Selenophosphat-Synthetase
AMP+Pi
Seryl-tRNA>*
Selenophosphat
Selenocystein-Synthase f

Ri bosom Selenoprote —mRNA

GDBR

Selenoprotein-mRNA

Abb. 1: Biosynthese von Selenocystein und cotranslationaler Einbau in Proteine von E. coli. Unterhalb der
Faktoren, die am Selenocystein-Stoffwechsel beteiligt sind, ist die Bezeichnung des entsprechenden Gens
angegeben und farbig hervorgehoben.
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In Eukaryoten wird Selenocystein nach ahnlichen Prinzipien in Proteine eingebaut. Die Bildung der
Selenocysteyl-tRNAS® erfolgt analog zu E. coli aus Seryl-tRNA™* (LEE et al., 1989; MIZUTANI et al.,
1992; Low et al., 1995; AMBERG €t al., 1996). Ein wesentlicher Unterschied zum bakteriellen System
besteht darin, dass die fur die Diskriminierung zwischen einem Selenocystein-spezifischen UGA-Triplett
und dem Stopp-Codon UGA verantwortlichen mRNA-Sekundéarstrukturen in der 3'-nicht-trandatierten
Region zu finden sind (BERRY et al., 1991; Low und BERRY, 1996; GRUNDNER-CULEMANN et al., 1999).
Die Funktion von SelB wird von zwei verschiedenen Polypeptiden Ubernommen. Als Selenocystein-
spezifischer Elongationsfaktor fungiert EFsec (mSelB), welches analog zum E. coli-Enzym
Selenocysteyl-tRNA* bindet, nicht jedoch den mit Serin beladenen Precursor (FAGEGALTIER et al.,
2000; TUJEBAJEVA et al., 2000). Das Protein weist deutliche Homologien zum Standard-
Elongationsfaktor EF-1a auf, besitzt jedoch eine zusitzliche C-terminale Doméne. Uber diese Region
interagiert EFsec mit einem zweiten Faktor, SBP2 (SECIShinding protein 2), welcher wiederum
spezifisch an die erwdhnten mRNA-Sekundarstrukturen bindet (COPELAND et al., 2000; FLETCHER et al.,
2001).

In Archaea erfolgt die Inkorporation von Selenocystein vermutlich analog zum eukaryatischen System.
Im Genom von M. jannaschii konnte das Gen einer tRNA® nachgewiesen werden (BULT et al., 1996),
diese besitzt eine ahnliche Struktur wie das eukaryotische Pendant (IOUDOVITCH und STEINBERG, 1999).
Obwohl bisher noch keine Selenocystein-Synthase (bzw. das entsprechende Gen) identifiziert wurde,
erfolgt die Biosynthese von Selenocystein vermutlich wie in Bakterien und Eukaryoten (ROTHER et al.,
2000). Das SECIS-Element ist in der 3'- oder, seltener, in der 5 -nicht-trandatierten Region der
Selenoprotein-mRNA lokalisiert (WILTING et al., 1997; ROTHER et al., 2001). Ebenfallsin M. jannaschii
konnte ein SelB-homologes Protein identifiziert werden, welches spezifisch Selenocysteyl-tRNA*
bindet, jedoch keine Interaktion mit der mRNA-Sekundérstruktur eingeht (ROTHER et al., 2000).
Wahrscheinlich existiert analog zur Situation in Eukaryoten ein weiterer Faktor, der das SECIS-Element

bindet und mit dem Elongationsfaktor kooperiert.

Die Lokalisation der SECIS-Elemente in der nicht-trandatierten Region eukaryotischer und archaealer
Selenoprotein-mRNASs erlaubt die Inkorporation von Selenocystein, ohne dass die Aminosaure-Sequenz
des Proteins dadurch Einschrankungen unterliegt. Die Synthese einer Vielzahl unterschiedlichster
Selenoproteine ist auf diese Weise moglich. Anders stellt sich die Situation dar, wenn das SECIS-Element
wie in E. coli unmittelbar stromabwarts vom UGA liegt, in der Regel also innerhalb der codierenden
Region der mRNA. Die Nukleotidsequenz in diesem Bereich muss sowohl eine fir die Funktion des
Proteins hinreichende Aminosaurefolge codieren as auch eine Sekundérstruktur ausbilden, die vom
Elongationsfaktor SelB erkannt wird. Das schrankt im Vergleich zu Eukaryoten und Archaea die Anzahl
unterschiedlicher Selenoproteine in einem bakteriellen Organismus moglicherweise deutlich ein.

Wahrend in Wirbeltieren bereits eine Vielzahl verschiedener Selenoproteine nachgewiesen wurden



1. Einleitung 7

(BEHNE et al., 1996; GLADYSHEV und KRYukov, 2001), besitzt E. coli lediglich drei Selenocystein-
enthaltende Formiat-Dehydrogenasen: FDHy (Cox et al. 1981; ZINONI et al., 1986), FDHy (Cox et al.,
1981; BERG et al., 1991) und FDHo (SAWERS €t al., 1991; ABAIBOU et al., 1995). Diese Proteine zeigen
zudem allein auf Grund ihrer dhnlichen Funktion deutliche Sequenzhomologien im Bereich des
Selenocysteins (BLATTNER et al., 1997).

Im Vergleich zu E. coli weisen verschiedene Gram-positive, Aminosaure-verwertende Organismen eine
deutlich grofiere Anzahl an Selenoproteinen auf (ANDREESEN et al., 1999). Intensiv untersucht wurde in
dieser Hinsicht E. acidaminophilum, ein obligat anaerober Organismus (ZINDEL et al., 1988), der in
Cluster XI der Clostridien einzuordnen ist (BAENA et al., 1999). E. acidaminophilum ist in der Lage,
Glycin in einer Stickland-Reaktion sowohl als Elektronendonator als auch als Elektronenakzeptor zu
nutzen, die Glycin-Derivate Sarcosin (N-Methylglycin) und Betain (N,N,N-Trimethylglycin) kénnen
hingegen nur als Elektronenakzeptoren dienen (ZINDEL et al., 1988). Das Wachstum auf diesen
Substraten erfordert den Zusatz von Selenit (3 0,1 miM) zum Medium. Bisher wurden acht verschiedene
Selenoproteine bzw. Selenoprotein-Gene in E. acidaminophilum nachgewiesen (Tab. 1), vermutlich

exigtieren aber noch weitere (G. OANCEA, personliche Mitteilung).

Tab. 1. Selenoproteinein E. acidaminophilum

Protein GroRe[kDa]  Gen(e) Referenz
Formiat-Dehydrogenase 98 fdhA1,2 ANDREESEN et al. (1999)
Selenoprotein B, Glycin-Reduktase 47 grdBl,2 WAGNER et al. (1999)
Selenoprotein B, Sarcosin-Reduktase 47 grdF ANDREESEN et al. (1999)
Selenoprotein B, Betain-Reduktase 45 grdH ANDREESEN et al. (1999)
Selenophosphat-Synthetase 37,40 selD1,2 GURSINSKY et al. (2000)
Peroxiredoxin 22 prxuU SOHLING et al. (2001)
Selenoprotein A, Glycin-, Sarcosin-, Betain- 17 grdA1,2,3  ANDREESEN et al. (1999)
Reduktase

10-kDa-Selenoprotein 11 prpuU ANDREESEN €t al. (1999)

Fir einige dieser Gene wurden mRNA-Sekundarstrukturen unmittelbar stromabwarts des UGA-Codons
postuliert (SONNTAG, 1998; GRANTZDORFFER, 2000; GURSINSKY et al., 2000), diese lassen jedoch kaum
konservierte Elemente erkennen. Fir die 3'-nicht-trandatierte Region des grdB-Gens aus dem mit
E. acidaminophilum eng verwandten Organismus Clostridium litorale wurde dagegen eine mRNA-
Struktur mit Homologien zu eukaryotischen SECIS-Elementen beschrieben (KREIMER und ANDREESEN,
1995).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb geklért werden, inwiefern die Inkorporation von
Selenocystein in Proteine von E. acidaminophilum nach dem fir E. coli beschriebenen Maodell abléuft

bzw. welche mRNA-Strukturen fir die Spezifizierung eines UGA-Tripletts als Selenocystein-Codon
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verantwortlich sind. Mit Hilfe dieser Kenntnis sollte aufRerdem eine Moglichkeit gefunden werden,
Selenoprotein-Gene aus dem Gram-positiven Organismus heterolog in E. coli zu exprimieren. Als
Voraussetzung fir Untersuchungen zum Mechanismus der Selenocystein-Inkorporation in
E. acidaminophilum waren in vorangegangenen Arbeiten bereits die Gene selB und selC sowie der

Uberwiegende Teil von sal A aus diesem Organismus kloniert worden (GURSINSKY, 1996)
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2. Material und Methoden

2.1. Stamme und Plasmide

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstdmme sind in Tab. 2 aufgefihrt, die benutzten

Vektoren und hergestellten Hybridplasmide wurden in Tab. 3 zusammengefasst.

Tab. 2: Ubersicht Uber verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp bzw. Phanotyp

Referenz

Eubacterium acidaminophilum  Wildtyp
DSM 3953"

Escherichia coli XL1-Blue MRF" D(mcrA)183 D(mrcCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F" proAB lacl®ZDM15 Tn10(Tet")]

Escherichia coli M15 nal®strerif°lac’ ara’ gal” mtl” F recA*

+

uvr
Escherichia coli BL21(DE?3) E. coli BF dcmompT hsdS(rg” mg’) gal

| (DE3)
Escherichia coli BL21(DE3)- E. coli BF ompT hsdS(rg” mg’) dem”
CodonPlus-RIL Tet'gal | (DE3) endA Hte [argU ileY
leuw Cam']
Escherichia coli FM433 F araD139 D(argF-lac)U169 ptsF25

deoC1 relAl flbB5301 rpsE13 D(srl-
recA)306::Tn10

Escherichia coli AH819 FM433, Dsel A(400-1266)
Escherichia coli WL81300 FM433, DselB300::kan
Escherichia coli MN1 F proC23 trp-30 his-51 lac-28 rpsL101

| ~ selC163 D(srl- recA)306::Tn10

ZINDEL et al. (1988)

Stratagene, Amsterdam

Qiagen, Hilden
Stratagene, Amsterdam

Stratagene, Amsterdam

ZINONI et al. (1990)

KROMAYER et al. (1996)
TORMAY et al. (1996)
TORMAY et al. (1994)

Tab. 3: Ubersicht Uiber verwendete Plasmide

Plasmid relevante Merkmale*

Referenz, Quelle

puUC18 Amp', lacPoz’

pACYC184 Cam', Tet'

pQE30 Amp', Vektor zur Expression von Proteinen mit
N-terminalem His-tag

pT7-7 Amp", Expressionsvektor mit T7-Promotor

pPREP4 Kan', lacl

pUBS520 Kan', lacl, dnaY

Y ANISCH-PERRON €t al.
(1985)

CHANG und COHEN
(1978)

Qiagen, Hilden

TABOR and RICHARDSON
(1985)
Qiagen, Hilden

BRINKMANN et al. (1989)
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Fortsetzung Tab. 3

pASK-IBA3  Amp', tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von IBA, Gottingen

Proteinen mit C-terminalem Strep-tag |1-Peptid
PASK-IBA5  Amp', tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von IBA, Gottingen

Proteinen mit N-terminalem Strep-tag |1-Peptid
PASK-IBA7  Amp', tet-Repressorgen, Vektor zur Expression von IBA, Gottingen

Proteinen mit abspaltbarem, N-terminalen Strep-tag 11-

Peptid
pSKAGS Amp', Plac-gst’-‘ lacZ-Fusion WiLLSet al. (1997)
pTN1 pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA GURSINSKY (1996)
pTN2 pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA GURSINSKY (1996)
PTN3 pUC18-Derivat; ‘ selA, selB' GURSINSKY (1996)
pME11 pUC18-Derivat; ‘selD1, sdlA, ‘selB diese Arbeit
pSD15 pUC18-Derivat; selD2 GURSINSKY et al. (2000)
pTN2P pUC18-Derivat; selC, ackA’ diese Arbeit
pTN2K pUC18-Derivat; ‘selA, selB, selC’ diese Arbeit
pTKSC13 pUC18-Derivat; ‘ selA, selB, selC', sel Cg, diese Arbeit
pSBE1 pPQE30-Derivat; selB
pSBE359 pPQE30-Derivat; selB (AS 359-627) diese Arbeit
pSBE494 pPQE30-Derivat; selB (AS 494-627) diese Arbeit
pSBSCE1 pPQE30-Derivat; selB, selC diese Arbeit
pT7SBE3 pT7-7-Derivat; selB diese Arbeit
pSBST5-1 pASK-IBA5-Derivat; selB diese Arbeit
pSBD4-3 pPASK-IBA5-Derivat; selB (AS 358-627) diese Arbeit
pSBDB4-6  pASK-IBAS5-Derivat; selB(AS 494-627) diese Arbeit
pSBST7-3 pPASK-IBA7-Derivat; selB diese Arbeit
p/|BA3B pASK-IBA3-Derivat; grdB1 REUTER (2000)
pIBASMBU  pASK-IBA3-Derivat; grdBl, Sec(350) ® Cys REUTER (2000)
pPRXU pASK-IBA3-Derivat; prxU SOHLING et al. (2001)
PpPRXU47C  pASK-IBA3-Derivat; prxU, Sec(48) ® Cys SOHLING et al. (2001)
pSDIN pASK-IBA5-Derivat; selD1 J. JAGER,

personliche Mitteilung
pMUD15 PASK-IBA5-Derivat; selD1, Sec(18) ® Cys J. JAGER,
personliche Mitteilung

pASBC4 pPACY C184-Derivat; selB, selC, diese Arbeit
pPATSC53 pPACY C184-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’ diese Arbeit
PATSS25 pPACY C184-Derivat; ‘selA, selB, selC, ackA’ diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 3

pFRGCM1
pFNPCM 1
pFLRCM2
pFFSCM9
pGBMS11

pGBML2
pGBMR3

pPUMS1
pPUML2
pPUMR3

pSDMS11
pSDML2
pSDMR1

pGBWT11
pGBMC2
pPUWT1
pPUMC4
pSDWT24

pSDMC2

PACY C184-Derivat; Hybridgen selBg, (AS 1-254)- sel B,
(AS259-627), selC

pACY C184-Derivat; Hybridgen selBe. (AS 1-343)- selBe.
(AS 359-627), selC

pACY C184-Derivat; Hybridgen selBe, (AS 1-446)- selBe,
(AS 469-627), selC

pACY C184-Derivat; Hybridgen selBe, (AS 1-488)- selBe.
(AS511-627), selC

pl BASB'Derlvat, nt U1075® A, C;|_076® G, U1077® Cin
grdBl

pl BASB'Derlvat, nt G;|_070® C, U1071® Ain grdBl

pl BASB'Derlvat, nt U1075® A, C;|_076® G, U1077® C,
A1063® G, G1ea® C, A1pss® U in grdBl

pPRXU-Derivat; nt Uis/® A, Ci56® G, A156® Cin prxuU
pPRXU-Derivat; nt A15,® C, G16:® Cin prxuU

pPRXU—Derlvat, nt U157® A, C;|_58® G, A159® C, U168® G,
G;|_69® C, A170® Uin erU

pSDIN-Derivat; nt Ggg® C, C,¢® G, C;:® G inselD1
pSDIN-Derivat; nt G;s® A, G® A inselD1

pSDlN—Derlvat, nt Gag® C, C70® G, Cy® G, G81® C,
Gg® C, Ces® G inselD1

pSKAGS-Derivat; Plac-gst’ - grdB1’ - lacZ-Fusion,
63 bp grdB1-Fragment

pSKAGS-Derivat; Plac-gst’ - grdB1’ - lacZ-Fusion,
63 bp grdB1-Fragment, nt A;3s® C (Sec® Cys)
pSKAGS-Derivat; Plac-gst’ - prxU’-‘lacZ-Fusion,
63 bp prxU-Fragment

pSKAGS-Derivat; Plac-gst’ - prxU’-‘lacZ-Fusion,
60 bp prxU-Fragment, nt A;s® C(Sec® Cys)

pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-' selD1'-‘lacZ-Fusion,
60 bp sel D1-Fragment

pSKAGS-Derivat; Plac-gst’-' selD1'-‘lacZ-Fusion,
60 bp selD1-Fragment, nt A;s® C (Sec® Cys)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

! Abgesehen von den Vektoren pUC18, pREP4, pUBS520, pASK-IBA3/5/7 und pSKAGS stammen die angefiihrten
Gene, sofern nicht durch ein entsprechendes Suffix extra gekennzeichnet, aus E. acidaminophilum.
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2.2. Kultivierung von Bakterien

2.2.1. Vollmedien fur E. coli

LB-Medium (SAMBROOK et al., 1989): Trypton 1 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 1 %
LB-Agar LB-Medium
Agar 15 %
TGYEP-Medium (BEGG et al., 1977): Trypton 1 %
Glucose 04 %
Hefeextrakt 05 %
K-Phosphat, pH 6,5 100 mM
TP-Medium (SUPPMANN et al., 1999): Trypton 1 %
Glycerin 0,5 %
K-Phosphat, pH 6,5 100 mM
MgSO, 1 mM
CaCl, 01 mM
NapSeOs 1 puM
H3:BO; 04 uMm
CoCl, 30 nM
CusO, 10 nM
ZnS0O, 10 nM
MnCl, 80 nM
FeCl, 10 UM

2.2.2. Nahrmedium fur E. acidaminophilum

Das nachfolgend aufgefiihrte Medium wurde vor Zusatz von NaHCO;, Na,S und Biotin 20 min mit
Inertal (80 % N,/ 20 % CO,) begast. Unter weiterer Begasung erfolgte die Zugabe von festem NaHCOs;,
bis das Medium einen pH-Wert von 7,2-7,4 erreichte. Nach 20 min Autoklavieren bel 121 °C wurde
Biotin zugegeben und das Reduktionsmittel Na,S bis zur vollstdndige Reduktion (Entférbung) des
Mediums zugesetzt.
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Medium nach ZINDEL et al. (1988), mod.:

KH,PO, 0,2 g
NaCl 1,0 g
KCl 0,5 g
MgSO,” 7H20 0,5 g
CaCl,” 2H20 0,15 g
NH,CI 0,25 g
SLA' 1 ml
Resazurin (1 mg/ml) 1 ml
D-(+)-Biotin (1 mg/l) 0,1 ml
NaS~ 9 H,O (60 mg/ml) 10 ml
Glycin 3,76 g
NaHCO; auf pH 7,4
H,O dest. ad 1l
'Spurenelementel 6sung A (HORMANN und ANDREESEN, 1989), mod.:
HCI (25 %) 10 ml
FeCl,” 4H,0 15 g
ZnCl, 0,07 g
MnCl,” 4H,0 0,1 g
H3:BO; 0,006 g
CoCl,” 6 H,O 0,19 g
CuCl,” 2H,0 0,002 g
NiCl,” 2H,0 0,024 g
NaMoO,” 2 H,0 0036 g
Na,WO," 2H,0 0033 g
Na,SeO;” 5H;0 0,26 g
NavO;” 2H,0 0,14 g
H,O dest. ad 11

15
17
6,7

35

0,1
25
50

mM
mM
mM
mM
mM
mM

mg/|
mg/|
mM
mM

75 10°
51 107
51 10"
9,7 108
80 10
1,2 108
1,010
15 10"
1,010’
1,0 10°
1,0 10°

=TI L

Die angegebenen Konzentrationen der Spurenelemente ergeben sich nach dem Zusatz von 1 ml Lésung

zum oben beschriebenen Medium.
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2.2.3. Medienzusatze
Bei Bedarf wurden den Medien die in Tab. 4 angefiihrten Zusétze beigemischt.

Tab. 4: Medienzusitze

Medienzusatz Stammlésung® Konzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml in H,O dest. 125 pg/ml
Tetracyclin 25 mg/ml in 50 % Ethanol 12,5 ug/mi
Kanamycin 50 mg/ml in H,O dest. 40 pg/mi
Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol 35 pg/mi
Spectinomycin 50 mg/ml in H,O dest. 50 pg/mi
Anhydrotetracyclin 20 mg/ml in DMF 0,2 pug/mi
X-Gd 20 mg/ml in DMF 48 pg/mi
IPTG 40 mg/ml in H,O dest. 40 pg/mi

! Die Stamml 6sungen wurden bei —20 °C gelagert.

2.2.4. Z€ellanzucht

Die aerobe Anzucht der in Tab. 2 aufgefiihrten E. coli-Stamme erfolgte in LB-Medium bei 37 °C bzw.
30 °C und 150-200 Upm auf einem Rundschiittler (Typ KS 500, Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Staufen) oder einem Reziprokschiittler (Typ HS 500 H, Janke & Kunkel).

Zur Bestimmung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivitét in Rohextrakten verschiedener E. coli-Stamme
erfolgte deren Anzucht anaerab in TGY EP-Medium, dem 30 mM Na-Formiat, 1 miM Na,SeOs und 1 iV
NaM 00, zugesetzt wurden, unbewegt bei 37 °C in Serumflaschen unter N,-Atmosphére.

Die dtrikt anaerobe Anzucht von E. acidaminophilum wurde in mit Butylsepten verschlossenen
Kulturréhrchen nach HUNGATE (1969) oder in Serumflaschen mit Latexsepten durchgefuihrt. Das
Medium wurde mit 10 % Inokulum beimpft und bei 30 °C unbewegt inkubiert.

2.2.5. Messung des Bakterienwachstums

Die optische Dichte einer Bakterienkultur wurde bel 550 bzw. 600 nm gegen nicht bewachsenes
Nzhrmedium direkt in Hungate-Rohrchen mit einem Spectronic 20"-Spetrometer (Ochs Laborbedarf,
Bovenden) oder in Plastik-K ivetten mit einem Spektral photometer Spekol 1200 (Carl-Zeiss-Technology,
Jena) bestimmt.



2. Material und Methoden 15

2.2.6. Lagerung von Bakterienkulturen

Zur langfristigen Lagerung von E. coli-Kulturen wurden diese in LB-Medium mit 15 % (v/v) Glycerin bei
—80 °C eingefroren. Eine kurzfristige Lagerung auf Vollmediumplatten erfolgte bei 4 °C. Kulturen von

E. acidaminophilum konnten im Hungate-Rohrchen Giber mehrere Monate bel 4 °C aufbewahrt werden

2.3. In-vivo-Markierung mit ["°Se]-Selenit

Die entsprechenden E. coli-Stamme mit Selenoprotein-codierenden Genen auf den Expressionsvektoren
pASK-IBA3 bzw. pASK-IBA5 (IBA, Géttingen) wurden in LB-Medium mit 30 ng/ml L-Cystein bel
37 °C angezogen. Bei einer ODss, von ca. 0,5 erfolgte die Zugabe von [°Se]-Selenit (Endkonzentration
2 mMl; 0,3 nCi/ml), danach wurde die heterologe Expression der Selenoprotein-Gene durch Zusatz von
200 ng/l Anhydrotetracyclin induziert. Nach 1 h bzw. 3 h Inkubation bei 37 °C wurde jeweils 1 ml Probe
entnommen, die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g) geerntet und das Pellet zweimal mit LB-
Medium gewaschen. Je ODgyo-Einheit der entsprechenden Kultur wurden die Zellpelletsin 100 m SDS-
Probenpuffer (62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 25 % (v/v) Glycerin; 2,5 % (v/v) b-Mercaptoethanol; 0,005 %
(w/v) Bromphenolblau; 1 % (w/v) SDS) aufgenommen, 5 min bei 95 °C inkubiert und anschlief3end in
einem 125 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Selen-haltige Makromolekile konnten durch
Autoradiographie unter Verwendung eines Phosphorlmagers™ (Molecular Dynamics, Krefeld) sichtbar
gemacht werden.

Zur Markierung von Makromolekillen aus E. acidaminophilum wurde [”Se]-Selenit (Endkonzentration
1,2 nM; 0,18 nCi/ml) unmittelbar nach dem Animpfen einer 10 ml-Kultur zugegeben, diese wurde Uber
Nacht bel 30 °C bis zu einer ODgy von ca. 1,0 inkubiert. Die Ernte der Zellen (1 ml-Aliquots) erfolgte
durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g), das Pellet wurde zweimal mit Medium gewaschen und in 100 m
TE-Puffer (10 mM Trig/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgenommen. Nach Zusatz von 0,1 mg Lysozym
erfolgte der Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung (s. 2.14.1.3.). Nach einer Zentrifugation (5 min,
10 000 g) wurden je 25 m des Ansatzes mit 10 ng RNase A oder mit 20 ng Proteinase K fir 30 min bei
37 °Cinkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol. 2" SDS-Probenpuffer erfolgte die weitere Behandlung wie oben
beschrieben.

Die Messung der Radioaktivitét erfolgte an einem Flissig-Szintillationszéhler LS 6500 (Beckman, Palo
Alto/CA, USA).
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2.4. | solierung von Nukleinsduren

2.4.1. I solierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum (SaiTo und MIURA, 1963, mod.)

Die Isolierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum erfolgte aus 3 g eingefrorener Zellen. Diese
wurden in 4 ml SalineeEDTA-L6sung (0,15 M NaCl; 0,1 mM EDTA, pH 8,0) suspendiert, mit 6 mg
Lysozym versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde bei - 20 °C eingefroren und nach
dem Auftauen mit 25 ml Tris-SDS-Puffer (0,1 M Tris/HCI; 0,1 M NaCl; 1 % SDS, pH 9,0) versetzt. Es
erfolgte ein 3-5-maliges Einfrieren und Auftauen der Suspension bis zur vollsténdigen Lyse der Zellen. Je
15 ml der Suspension wurden mit 1 Vol. Tris-geséttigtem Phenol (pH 8,0, Roth, Karlsruhe) versetzt und
vorsichtig geschittelt. Nach 20-mindtiger Inkubation auf Eis (unter gelegentlichem Mischen) erfolgte
eine Zentrifugation (5 min, 3000 g, 4 °C) zur groben Phasentrennung. Die Oberphase wurde erneut
10 min zentrifugiert (20 000 g, 4 °C), der Uberstand mit 2,5 Vol. Ethanol versetzt und tber Nacht bei
- 20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 20 000 g, 4 °C) wurde das Pellet in 25 ml 0,1" SSC
gelost, anschlieflend mit 2,5 ml 1" SSC (150 mM NaCl; 15 mM Na-Citrat, pH 7,0) sowie 11 pl RNase A
(20 mg/ml) versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlief3end folgte eine weitere Phenol-Extraktion, der
Uberstand der Zentrifugation (10 min, 20 000 g, 4 °C) wurde mit 2,5 Vol. Ethanol versetzt und 1 h bei
-20 °C inkubiert. Das durch Zenrifugation (10 min, 20 000 g, 4 °C) gewonnene Pellet wurde
nacheinander mit eiskalter 70, 80 und 90 %iger Ethanol-L6sung gewaschen und nach dem Trocknen in
20 ml 0,1" SSC aufgenommen. Nach Zusatz von 2,2 ml Acetat-EDTA-L6sung (3 M Na-Acetat, pH 7,0;
1 mM EDTA) folgte eine Falung mit 0,54 Vol. Isopropanol mit anschlief3ender Zentrifugation
(30 min, 20 000 g, 20 °C). Das Pellet wurde erneut mit 70, 80 und 90 %iger Ethanol-L6sung gewaschen
und in 10 ml TE-Puffer (10 mM Trig/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) gel6st.

2.4.2. | solierung chromosomaler DNA aus E. coli
Chromosomale DNA aus E. coli wurde mit dem 'QIAGEN Genomic-tip System’ (Qiagen, Hilden) nach
den Angaben des Herstellersisoliert.

2.4.3. Isolierung von Plasmid-DNA

High-copy-Plasmide wurden in der Regel aus Ubernachtkulturen von E. coli XL1-Blue MRF isoliert. Zur
Gewinnung groRRerer Mengen an low-copy-Plasmiden wurde die entsprechende Kultur bei einer ODggy
von ca. 1,0 mit 50 pug/ml Spectinomycin versetzt, anschlielend Uber Nacht inkubiert und nach den
Vorschriften fur high-copy-Plasmide bearbeitet.
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2.4.3.1. Minipraparation von Plasmid-DNA ausE. coli (BIRNBOIM und DoLY, 1979)

Das Zéellpellet aus 3-5 ml Ubernachtkultur wurde vollstéandig in 100 pl Lésung 1 (25 mM Tris pH 8,0;
50 mM Glucose; 10 mM EDTA) resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 200 pl
frisch hergestellter Losung 2 (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS) und anschlief3endes Mischen. Nach einer
5-minitigen Inkubation bel Raumtemperatur wurden 150 pl eiskate Lésung 3 (3 M K-Acetat; 2 M
Essigsaure) zugesetzt, der Ansatz vorsichtig gemischt und fir 3-5 min auf Eis gestellt. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 10 000 g, der Uberstand wurde mit 1 Vol. Tris-geséttigtem Phenol (pH 8,0,
Roth, Karlsruhe) versetzt. Nach Zentrifugation (2 min, 10 000 g) wurde die wassrige Oberphase mit
2,5 Val. Ethanol versetzt und 5 min bei 10 000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 20 pl
H,O dest. mit RNase A (20 pg/ml) aufgenommen.

2.4.3.2. Plasmidisolation mit dem 'E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I’ (Peglab, Erlangen)

Zur Gewinnung qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA fiir Sequenzierungen wurden 5 ml einer

Ubernachtkultur entsprechend den Anweisungen des Herstellers aufgearbeitet.

2.4.3.3. Midipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um gréfere Mengen qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde der 'Plasmid Midi Kit’
(Qiagen, Hilden) eingesetzt, wobel eine leicht modifizierte Vorschrift des Herstellers zum Einsatz kam:
der dreifachen Menge des empfohlenen Kulturvolumens wurde jeweils die dreifache Menge der Puffer
P1, P2 und P3 zugesetzt. Vom anschlieffend erhaltenen Zentrifugationstiberstand wurde nur ein Drittel auf
die aquilibrierte Anionenaustauscher-Saule gegeben, nach Vorschrift gewaschen und eluiert. Nach
erneuter Aquilibrierung der Saule wurde das néchste Drittel des Zentrifugationsiiberstandes verarbeitet

usw.

2.4.4. |solierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus E. acidaminophilum erfolgte unter Verwendung des 'RNeasy Mini Kit’
(Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des Herstellers aus Zellen einer 10 ml-Kultur, welche in der spéten
logarithmischen Wachstumsphase geerntet wurde. Zur Entfernung der nicht vollsténdig abgetrennten
chromosomalen DNA erfolgte ein Verdau mit RNase-freier DNase | (Promega, Mannheim) in dem vom
Hersteller gelieferten Reaktionspuffer. Pro ng RNA wurde 1 U Enzym zugegeben und der Ansatz fur 2 h
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die RNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolféllung
(s. 2.6.1.) gereinigt.
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2.5. In-vitro-Synthese von RNA (WYATT et al., 1991)

Die in-vitro-Synthese von RNA erfolgte mit Hilfe partiell doppelstrangiger Oligonukleotide. Der
Template-Strang enthielt die komplementére Sequenz sowohl zur herzustellenden RNA als auch (am
3'-Ende) zum Promotor der T7-RNA-Polymerase. In diesem Bereich erfolgte die Hybridisierung mit
einem zweiten, 18 Nukleotide umfassenden Oligonukleotid, welches dem Promotor der T7-RNA-
Polymerase entsprach. Die Reaktion erfolgte im 0,5 ml-Malf3stab mit je 200 pmol beider Oligonukleotide

im folgenden Puffer:

Trig/HCI, pH 7,9 40 mM
MgCl, 42 mM
Spermidin 1 mM
Triton X-100 0,01 9% (v/v)
DTT 5 mM
PEG 8000 8 % (W/v)
ATP, CTP, GTP, UTP jed mM
GMP 8 mM

Die Oligonukleotide wurden in Tris-Puffer mit MgCl, 5 min auf 70 °C erwarmt und langsam abgek(ihit,
danach erfolgte die Zugabe der Ubrigen Komponenten sowie von 0,25 U Pyrophosphatase (Roche
Diagnostics, Mannheim), 240 U RNase-Inhibitor (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und 8000 U T7-RNA-
Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Nach 4 h bei 37 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von
50 mM EDTA, pH 8,0 beendet, die Proteine durch Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt und die RNA
mit Ethanol préazipitiert (s. 2.6.1.). Die weitere Reinigung der Transkripte erfolgte durch Elektrophorese
in Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen (s. 2.6.2.3.).

2.6. Standard-Techniken fur das Arbeiten mit Nukleinsauren

Fur die Arbeit mit DNA und RNA verwendete Ldsungen und Materialien wurden bei 121 °C fir 20 min
autoklaviert, hitzelabile L 6sungen wurden sterilfiltriert.

Losungen fir den Umgang mit mRNA wurden mit 0,1 % DEPC versetzt, mindestens 12 h bei 37 °C
inkubiert und anschlief3end autoklaviert. Glasgeréte wurden fir 8 h bei 180 °C behandelt, ansonsten

wurden RNase-freie Verbrauchsmaterialien eingesetzt.



2. Material und Methoden 19

2.6.1. Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung von Nukleinsduren

Zur Abtrennung von Proteinen aus DNA-Losungen wurde 1 Vol. eines Gemisches aus gleichen Teilen
TE-Puffer-geséttigtem Phenol (Roth, Karlsruhe) und Chloroform zugegeben, die Lésungen grindlich
gemischt und 3 min bei 3 10 000 g zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen und die DNA unter
Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat, pH 5,2 und 2,5-3 Vol. Ethanol préazipitiert. Die Féllung erfolgte fir
mindestens 1 h bel - 20 °C, nach 15-minitiger Zentrifugation (15 000 g, 4 °C) wurde das Pellet mit 1 ml
70 %igem Ethanol gewaschen, erneut 5 min zentrifugiert und nach dem Trocknen in H,O dest.
aufgenommen.

Losungen von RNA wurden analog behandelt, mit dem Unterschied, dass ein Gemisch von Wasser-
geséttigtem Phenol, pH 4,5-5,0 (Roth, Karlsruhe) mit Chloroform zum Einsatz kam, danach wurde die
RNA nochmals mit Chloroform extrahiert und nach Zusatz von 3 M Na-Acetat, pH 4,6 mit Ethanol

préazipitiert.

2.6.2. Auftrennung von Nukleinsduren

2.6.2.1. Agar ose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989) in 0,8-1,5 %igen Agarosegelen in
TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA). Vor dem Auftragen wurde die Probe mit
0,2 Vol. Stopp-L6sung (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 40 % (v/v) Glycerin)
versetzt, die Auftrennung erfolgte bei 80 V in horizontalen Elektrophoresekammern (Peglab, Erlangen).
Anschliefend wurde das Gel 15-20 min in Ethidiumbromid (1 pug/ml in Wasser) inkubiert, mit Wasser
gespllt und mit Hilfe eines Video-Dokumentationssystems (TFX-20.M, MWG-Biotech, Ebersberg)

ausgewertet und fotografiert.

2.6.2.2. Denaturierende Agar ose-Gelelektrophorese von RNA

Gesamt-RNA von E. acidaminophilum wurde in 3 % Formaldehyd enthaltenden, 1,2-1,5 %igen
Agarosegelen in MOPS-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,0; 5 mM Na-Acetat) aufgetrennt. Vor dem
Auftragen wurde die RNA-Ldsung mit 3-5 Val. Probenpuffer (50 mM MOPS, pH 7,0; 12,5 mM Na-
Acetat; 62,5 % (v/v) Formamid; 1,14 M Formaldehyd; 1,25 mM EDTA; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau;
0,02 % (w/v) Xylencyanaol; 0,005 % (w/v) Ethidiumbromid) versetzt, 10 min bel 65 °C inkubiert und
anschlieffend sofort auf Eis gestellt. Die Elektrophorese erfolgte bei 60 V in horizontalen Kammern
(Peglab, Erlangen) fir ca. 2 h.
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2.6.2.3. Elektrophorese von RNA in Polyacrylamid-Har nstoff-Gelen

Die Produkte der in-vitro-Synthese von RNA wurden in 8 %igen Polyacrylamid-Harnstoff-Gelen
(Quervernetzung 19:1, 7 M Harnstoff) in TBE-Puffer (89 mM Tris; 89 mM Borsdure, pH 8,3; 2 mM
EDTA) bei 300 (Minigel) bzw. 600 V aufgetrennt. Vor dem Auftragen wurde die RNA-LOsung mit
1 Vol. Probenpuffer (10 mM TriHCI pH 7,4, 2 mM EDTA; 90 % (v/v) Formamid; 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau; 0,1 % (w/v) Xylencyanol) versetzt und 5 min bei 70 °C erwarmt. Bei préparativen
Gelen efolgte die Visualisierung der RNA durch UV-shadowing unter Verwendung von DC-Folien
(Kieselgel 60 F 254, Riedel de Ha n, Seelze). Die RNA-haltigen Gel-Bereiche wurden ausgeschnitten,
zerkleinert und Uber Nacht in Elutionspuffer (0,3 M Na-Acetat, pH 6,0; 0,2 % (w/v) SDS) bei 30 °C unter
leichtem Schwenken inkubiert. Anschliefend wurde die RNA erneut durch Phenol/Chloroform-
Extraktion gereinigt, mit Ethanol gefalt und in H,O dest. aufgenommen. In analytischen Gelen wurde die
RNA durch 1-stlindiges Farben mit 0,005 % (w/v) Stains-All (Sigma, Taufkirchen) in 15 mM Tris/HCI,
pH 8,8; 25 % (v/v) Isopropanol; 10 % (v/v) Formamid sichtbar gemacht.

2.6.3. GroRenbestimmung von Nukleinsauren

Die anndhernde Groéle linearer DNA- oder RNA-Fragmente wurde durch direkten Vergleich mit
eektrophoretisch aufgetrennten Molekllen definierter Grofe (Marker) bestimmt. Zum Einsatz kamen
dabei folgende Standards (Werte jeweils auf 0,01 kb gerundet):

| -DNA/Pstl-verdaut:
14,06/ 11,50/ 5,08/ 4,75/4,51/284/256/2,46/2,44/214/199/1,70/1,16/1,09/0,81/ 0,51/
0,47/0,45/0,34/0,26/ 0,25 kb

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot):
3,00/2,00/1,50/1,20/1,03/0,90/0,80/0,70/ 0,60/ 0,50/ 0,40/ 0,30/ 0,20/ 0,10 kb

DNA-Léngenstandard V11, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics, Mannheim):
858/743/611/490/364/280/195/188/152/1,48/1,16/0,99/0,72/0,71/0,49/ 0,36/
0,08 kb

RNA-Marker 0,24-9,49 kb (Life Technologies, Karlsruhe):
9,49/7,46/4,40/2,37/1,35/0,24 kb

RNA-Langenstandard |, Digoxigenin-markiert (Roche Diagnostics, Mannheim):
6,95/4,74/2,66/1,82/152/1,05/0,58/0,44/0,31 kb
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2.6.4. Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Abschétzung von DNA-Mengen erfolgte nach Auftrennung in Agarosegelen durch Vergleich mit
Proben bekannter Konzentration (I -DNA, pUC18, M13-DNA).

Die Konzentration von RNA- und Oligonukleotid-L 6sungen wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm mittels eines ' GeneQuant RNA/DNA Calculator’ (Pharmacia, Freiburg) ermittelt.

2.6.5. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agar ose-Gelen

Fir Klonierungsexperimente wurden DNA-Fragmente und PCR-Produkte nach Auftrennung in Agarose-
Gelen unter Verwendung des 'E.Z.N.A. Gel Extraction Kit' (Peglab, Erlangen) nach Vorschrift des

Herstellersisoliert.

2.6.6. Reinigung von PCR-Produkten

Zur Abtrennung von Primern und Nukleotiden aus PCR-Reaktionen wurden die Ansdtze unter
Anwendung des 'E.Z.N.A. Cycle Pure Kit' (Peglab, Erlangen) nach den Anweisungen des Herstellers
aufgearbeitet.

2.6.7. Spaltung von DNA

Die Spaltung von DNA erfolgte fur 2-3 h (analytischer Verdau von Plasmid-DNA) bzw. (ber Nacht
(Verdau von Vektoren, PCR-Fragmenten, chromosomaler DNA usw.) bel der laut Anbieter optimalen
Reaktionstemperatur des jeweiligen Restriktionsenzyms. Nach erfolgter Reaktion wurden diese, sofern
maoglich, mittels Hitzedenaturierung (20 min, 65 °C) inaktiviert und/oder durch Phenol/Chloroform-
Extraktion entfernt.

2.6.8. Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung der Selbstligation linearisierter Vektor-DNA erfolgte nach Abschlu® der DNA-Spaltung
eine Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (CIAP, MBI Fermentas, St. Leon-
Rot). Dazu wurde dem Restriktionsansatz 1 U Enzym zugegeben und anschlief3end 1 h bei 37 °C

inkubiert. Danach erfolgte die Inaktivierung das Enzyms durch 20-minitige Inkubation bei 65 °C.
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2.6.9. Ligation

Ligationen erfolgten im 20 pl-Ansatz mit 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim). Vektor-
und Fragment-DNA wurden 5 min bel 45 °C inkubiert, danach erfolgte die Zugabe von Puffer und
Enzym. Der Reaktionsansatz wurde Uber Nacht bei 16 °C (Ligation kohasiver Enden) bzw. 20 °C (glatte
Enden) inkubiert. Ligationsprodukte, die mittels Elektroporation transformiert werden sollten, wurden zur
Entfernung von Salzen einer 30-minitigen Mikrodialyse gegen 10 %iges Glycerin unterzogen. Dabei
kamen Nitrocellulose-Filterscheiben (Millipore, Eschborn) mit einem Porendurchmesser von 0,025 pm

zum Einsatz.

2.6.10. Radioaktive M arkierung von RNA

Die Markierung der gereinigten Produkte von RNA-Synthesen (s. 2.5.) erfolgte am 5 -Ende mit [*P]-
Phosphat. Ca. 5 ng RNA wurden im 50 pl-Ansatz mit Alkalischer Phosphatase (CIAP, New England
Biolabs, Frankfurt/Main) behandelt. Die RNA wurde im Reaktionspuffer 1 min auf 90 °C erwéarmt und
sofort auf Eis gestellt, dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Anschliel?end erfolgte die Zugabe von
10 U Enzym und eine 15-mindtige Inkubation bei 65 °C. Nachdem der Ansatz erneut auf 90 °C erwarmt
und auf Eis gestellt wurde, erfolgte nochmals die Zugabe von 10 U Enzym sowie ene jeweils
20-minltige Inkubation bei 37 °C und anschlielend bei 50 °C. Danach wurde die RNA durch
Phenol/Chlorof orm-Extraktion gereinigt, mit Ethanol prézipitiert und in 20 ul H,O dest. aufgenommen.
Von der dephosphorylierten RNA wurden 10 pl unter Verwendung von 15 U T4-Polynuklectid-Kinase
(New England Biolabs, Frankfurt/Main) und 30 pCi g[*P]-ATP (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol,
PerkinElmer, Zaventem/Belgien) im 20 pl-Ansatz fir 30 min bei 37 °C markiert. Das Enzym konnte
anschlief®end durch 20-minitige Inkubation bei 65 °C inaktiviert werden, die Abtrennung der nicht
inkorporierten Nukleotide erfolgte mittels Gelfiltration unter Verwendung von Mikrozentrifugen-Saulen
(Spin Column 10, Sigma, Taufkirchen) nach Anweisung des Herstellers.

Die Messung der Radioaktivitét erfolgte in einem Flissig-Szintillationszéhler LS 6500 (Beckman, Palo
Alto/CA, USA)

2.7. Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Je nach Verwendung des PCR-Produktes kamen verschiedene DNA-Polymerasen zum Einsatz: sollten
die Amplifikate fir Klonierungen genutzt werden, wurde die Reaktion mit Pwo-DNA-Polymerase (Roche
Diagnostics, Mannheim) durchgefihrt, da diese Uber eine 3'-5'-Exonuklease-Aktivitét (proofreading)
verfugt. Fur anaytische Zwecke wurde Tag-DNA-Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)
verwendet. Die Reaktion erfolgte in eéinem Thermocycler (Biometra, Gottingen). Im folgenden ist die

Zusammensetzung fur einen 100 ul-Standardansatz aufgeftihrt:
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Tab. 5: PCR-Ansatz

Komponenten Tag-DNA-Polymerase Pwo-DNA-Polymerase
Template-DNA 10-100 ng 100-750 ng

Primer 20 pmol 30 pmol

10" Reaktionspuffer* 10 pl 10 pl

dNTP's 02 mM 02 mM
DNA-Polymerase 10 U 25 U

" enthielt 15 mM MgCl, (Tag-DNA-Polymerase) bzw. 20 mM MgSO, (Pwo-DNA-Polymerase)

Bei Reaktionen mit Tag-DNA-Polymerase wurden ale Komponenten bis auf das Enzym
zusammengegeben, der Ansatz mit 50 pl Mineraldl as Verdunstungsschutz berschichtet und 5 min bei
95 °C inkubiert. Danach wurde die DNA-Polymerase zugesetzt und 30 Zyklen mit folgenden Schritten
durchgefiihrt:

Denaturierung: 30s bei 94 °C
Annedling: 40s bei 45-55°C
Extension: 30s-4min bei 72°C

Die Extensionszeit richtete sich nach der Grofe der gewinschten Produkte, je kb wurden etwa 45 s
veranschlagt. Die Annealingtemperatur wurde in der Regel so gewdhlt, dass sie mindestens 5 °C unter der
Schmel ztemperatur der Primer lag, wobei jeweils der geringere Wert mal3gebend war. Die Berechnung

erfolgte dabei nach folgender Formel:

Tm=2°C” Anzahl der A/T-Paare+ 4 °C~ Anzahl der G/C-Paare

Nach Beendigung der Zyklen folgte eine 5-minitige Inkubation bei 72 °C, anschliefend wurde der
Ansatz auf 4 °C abgekihlt.

Bel der Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase wurden zwei Master-Mixe (je 50 pl) hergestellt: Mix |
enthielt Template, Primer und dNTP's;, Mix |l Puffer und Enzym. Diese Ansdtize wurden auf Eis
vereinigt, mit Mineraldl Gberschichtet und 3 min bei 95 °C inkubiert, danach folgten 25 Zyklen wie fir
Tag-DNA-Polymerase beschrieben, wobei ab dem 11. Zyklus die Extensionszeit pro Zyklus um 10 s
erhoht wurde. Anschlief3end folgte eine 7-mindtige Inkubation bei 72 °C, danach wurde der Ansatz auf
4 °C abgekuhlt.
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2.8. Zielgerichtete M utagenese

Die Einfihrung von Mutationen (Austausch von Basen, Einfligen von Basen) in DNA erfolgte nach
WEINER €t al. (1994). An Hand der Sequenz der zu mutierenden Region wurden zwei komplementére
Primer von 35-45 Nukleotiden abgeleitet, welche etwa in der Mitte die gewiinschte Mutation trugen. Mit
diesen Primern erfolgte eine Polymerase-Reaktion mit dem Plasmid, in welches die Mutation eingefthrt

werden sollte, as Template. Der 50 pl-Standardansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Template: 100 ng
Primer: 25 pmoal
10" Resktionspuffer: 5 u
dNTP's; 0,2 mM

PWO-DNA-Polymerase: 25 U

Die einzelnen Komponenten wurden dabel wie fir die Standard-PCR-Reaktion mit Pwo-DNA-
Polymerase beschrieben (s. 2.7.) zusammengegeben. Der Ansatz wurde mit 50 mi Mineral 6l Uberschichtet
und 3 min bel 95 °C inkubiert. Danach erfolgten 12 (Punktmutation) bis 16 (Austausch mehrerer Basen)
Zyklen mit folgenden Schritten:

Denaturierung:  30s  bei 95°C
Annealing: 40s bei 55°C
Extension: 4 min bei 68 °C

Daran schlof? sich eine 7-minttige Inkubation bei 72 °C mit nachfolgender Abklhlung auf 4 °C an. Direkt
zum Ansatz wurden nun 20 U des Restriktionsenzyms Dpnl gegeben und 2 h bei 37 °C inkubiert. Da
Dpnl nur methylierte DNA schneidet, wird durch diesen Schritt das nicht mutierte Template entfernt, die
Produkte der Polymerase-Reaktion dagegen werden nicht abgebaut. Nach einer Mikrodialyse (s. 2.6.9.)
wurden 5 m des Ansatzes durch Elektroporation (s. 2.9.2.) transformiert.

2.9. Ubertragung von DNA in E. coli

2.9.1. Herstellung kompetenter Zellen

200 ml LB-Medium wurden mit 2 ml einer Uber Nacht gewachsenen Vorkultur beimpft und bel 37 °C
unter Schiitteln bis zu einer ODgqq von 0,5-0,8 kultiviert. Die Kultur wurde 15 min auf Eis abgekuhlt und
anschlieffend zentrifugiert (20 min, 4500 g, 4 °C). Das Zellpellet wurde zweimal mit je 200 ml eiskaltem
H,0 dest. und einmal mit 30 ml 10 %igem Glycerin gewaschen, anschlief3end mit 0,5-0,7 ml 10 %igem
Glycerin resuspendiert und in 40 pl-Aliquots aufgeteilt. Die Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte
bei - 80 °C.
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2.9.2. Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte mit einem ’Gene Pulser™’ (Biorad, Miinchen). Pro Ansatz wurden 40 pl
kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-5 pl Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz versetzt und nach
1-minitiger Inkubation auf Eis in sterile, vorgekihlte Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand
0,2 cm) wUberfUhrt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 puF und einer Feldstérke von 12,5 kV/cm.
Anschlief?end wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und die Zellen 60-90 min bei 37 °C inkubiert. Von
diesem Ansatz wurden 5-200 pl auf Selektivmedium ausgestrichen.

2.10. Hybridisierung von Nukleinsauren

2.10.1. Herstellung DIG-markierter Sonden

Die Markierung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dem 'DIG DNA Labeling Kit' (Roche Diagnostics,
Mannheim), wobei jeweils 1 ug DNA entsprechend den Anweisungen des Herstellers mit Digoxigenin-
11-dUTP markiert wurde.

Oligonukleotide (100 pmol) wurden unter Verwendung des 'DIG Oligonucleotide 3° End Labeling Kit’
(Roche Diagnostics, Mannheim) nach Vorschrift des Herstellers mit Digoxigenin-11-dUTP markiert.

2.10.2. DNA-Hybridisierung nach SOUTHERN (1975)

Nach e ektrophoretischer Auftrennung der DNA (s. 2.6.2.1.) wurde das Agarosegel 10 minin 0,25 M HCI
inkubiert, um gréRere DNA-Molekile zu fragmentieren und so deren Transfer zu erleichtern.
Anschlieftend folgte eine jeweils 20-minttige Inkubation in Denaturierungd dsung (0,5 M NaOH; 1,5 M
NaCl) und in Neutralisierungslosung (1 M Tris’/HCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl), danach wurde das Gel in
10" SSC (1,5 M NaCl; 0,15 M Na-Citrat) getrankt. Der Transfer der Nukleinsduren erfolgte mit Hilfe
einer Vakuumblot-Apparatur (Appligene-Oncor, Heidelberg) fur 1 h bei 50 mbar mit 10" SSC auf eine
ebenfalls in Transferpuffer getrankte, ungeladene Nylonmembran (Qiagen, Hilden). Im Anschlul? daran
wurde die DNA durch 2-minttige UV -Bestrahlung (Transilluminator TF-20M, Vilber Lourmat, Marne la
Vallée/Frankreich) fixiert. Die Membran konnte direkt fir die Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet
und bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

Prahybridisierung (3 2 h) und Hybridisierung (3 6 h; 0,5 ug DNA-Sonde oder 50 pmol Oligonukleotid-
Sonde) erfolgten in Standard-Puffer (5" SSC; 1 % Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim);
0,1 % (v/iv) N-Laurylsarcosin; 0,02 % (w/v) SDS) in einem Hybridisierungsofen (OV4, Biometra,
Goattingen). Fur homologe DNA-Sonden wurde eine Hybridisierungstemperatur von 68 °C gewahit, fur
Oligonukleotide wurde die Hybridisierung 10 °C unter der nach folgender Formel berechneten
Schmelztemperatur der Sonde durchgefiihrt:



2. Material und Methoden 26

Tm =815+ 16,6 (Iogio[Na]) + 0,41 (% G + C) — 600/N

Nach Abschluf? der Hybridisierung wurde die Membran 2° 5 min bei Raumtemperatur in 2° SSC; 0,1 %
(w/v) SDSund 2" 15 min bei Hybridisierungstemperatur in 0,1° SSC; 0,1 % (w/v) SDS gewaschen.

Die anschlief3ende Detektion erfolgte mit dem 'DIG Luminescent Detection Kit' (Roche Diagnostics,
Mannheim) nach den Angaben des Herstellers, das Ergebnis wurde auf einem ’Lumi-Film

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diagnostics, Mannheim) festgehal ten.

2.10.3. Northern-Hybridisierung

Northern-Blots wurden nach einem modifizierten Protokoll nach ENGLER-BLUM et al. (1993)
durchgefuhrt. Bis zu 20 pg RNA aus E. acidaminophilum wurden in 1-1,3 %igen Formaldehyd-
Agarosegelen aufgetrennt (s. 2.6.2.2.), das Gel anschlief3end kurz in H,O geschwenkt und 2" 20 min in
20" SSC inkubiert. Der Transfer der RNA erfolgte unter Verwendung einer Vakuumblot-Apparatur
(Appligene-Oncor, Heidelberg) fur 3 h bei 60 mbar mit 20" SSC auf eine in Transferpuffer getréankte,
positiv geladene Nylonmembran (Qiagen, Hilden). Die Fixierung der RNA auf der Membran erfolgte
analog zum Southern-Blot. Préhybridisierung (3 2 h) und Hybridisierung (3 6 h) mit 0,5 ug DNA-Sonde
erfolgten unter Verwendung eines High-SDS-Hybridisierungspuffers (0,25 M Na,HPO,, pH 7,2; 0,5 %
Blocking Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim); 1 mM EDTA; 20 % SDS) bel 68 °C. Die Membran
wurde anschlieRfend 3’20 min mit 20 mM NaHPO,, 1 mM EDTA; 1 % SDS be
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die Detektion unterschied sich nicht von der Southern-

Hybridisierung.

2.10.4. Koloniehybridisierung

Die Koloniehybridisierung erfolgte mit ungeladenen Nylonmembranen (Qiagen, Hilden), welche, auf LB-
Agarplatten liegend, mit bis zu 96 verschieden Klonen beimpft und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert
wurden. Mit den Bakterienkolonien nach oben wurden die Membranen anschliefiend wie folgt auf
L 6sungs-getrankten Filterpapierstapeln inkubiert: 5 min Denaturierungslésung (0,5 M NaOH; 1,5 M
NaCl; 0,1 % (w/v) SDS), 5 min Neutralisierungsdsung (1 M TrisHCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl) und 2 min
2" SSC. Danach wurde die DNA durch 2-minitige UV-Bestrahlung fixiert. Zur Entfernung von Zellresten
erfolgte zusdtzlich eine 30-minitige Behandlung der Membranen (prewashing) bei 50 °C in 5" SSC;
0,5 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA. Préhybridisierung, Hybridisierung, Waschen und Detektion wurden
danach analog zum Southern-Blot durchgefihrt.
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2.11. Methoden zur DNA-Analyse

2.11.1. DNA-Sequenzierung am A.L .F.™-Sequencer

Die DNA-Sequenzierung erfolgte enzymatisch Uber das Kettenabbruch-Verfahren (SANGER et al.,
1977) unter Verwendung des’ AutoRead™ Sequencing Kit' (Pharmacia, Freiburg) nach Anweisung des
Herstellers mit Primern, die am 5 -Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff (Cy5) markiert waren. Die
eektrophoretische Auftrennung der Sequenzreaktionen und die Erfassung der Daten wurde am

automatisierten Sequenziergerét (A.L.F.O -Sequencer, Pharmacia, Freiburg) durchgefiihrt.

2.11.2. DNA-Sequenzierung am ABI-Sequencer 377

Sequenzierungen mit dem ' dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit' (PE Applied
Biosystems, Langen) wurden nach den Anweisungen des Herstellers im TRIO-Thermoblock (Biometra,
Gottingen) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe des automatisierten Laser-Fluoreszenz-
Sequenzierers ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Langen).

2.11.3. Auswertung von Sequenzdaten

Die ermittelten Sequenzdaten wurden unter Vewendung des Analyseprogramms CLONE MANAGER,
Version 4.1 (Scientific & Educational Software, Durham/NC, USA) ausgewertet. Sequenzhomologien zu
in Datenbanken aufgefiihrten Nukleinsdure- und Proteinsequenzen wurden mit dem Algorithmus BLAST
(basic local alignment search tool; ALTSCHUL et al., 1997) Uber das National Center for
Biotechnological Information (http://www.nchi.nim.nih.gov) ermittelt. Die Anayse von RNA-
Sekundéarstrukturen an Hand der vorliegenden DNA-Sequenz wurde mit Hilfe des Programmes MFOLD
(MATHEWS et al., 1999; http://www.bioinfo.math.rpi.edu) durchgefiihrt.

Multiple Alignments von Proteinen erfolgten mit dem Programm CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994)
Uber das European Bioinformatics Ingtitute (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html). Paarweise
Sequenzvergleiche von Proteinen wurden mit dem Programm LALIGN (HUANG und MILLER, 1991)
durchgefuhrt  (http://www.embnet.org/software/L ALIGN-form.html). Die Bestimmung physikalischer
Daten der bearbeiteten Proteine an Hand der Aminosauresequenz erfolgte mit Hilfe von Programmen des

Instituts fur Bioinformatik, Genf (http://www.expasy.ch).
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2.12. Methoden zur RNA-Analyse

2.12.1. Bestimmung des Startpunktes der Transkription mittels primer extension

Die Bestimmung von Transkriptions-Startpunkten erfolgte nicht-radioaktiv am A.L.F.™-Sequencer nach
MYOHANEN und WAHLFORS (1993). In einem Volumen von 12 m wurden 3-5 ng Gesamt-RNA aus
E. acidaminophilum mit 10 pmol des Cy5-markierten Primers gemischt, 10 min bei 70 °C inkubiert und
danach 2 min auf Eis abgekihlt. Anschlielfend wurden 4 pl 5° First Srand Buffer, 1 m dNTP's (20 mM)
sowie 2 m 0,1 M DTT zugegeben und der Ansatz 2 min bel 50 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 Ml SUPERSCRIPT™ || (200 U/m, Life Technologies, Eggenstein) gestartet und 1 h bei
50 °C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch 5-minltiges Erwérmen auf 95 °C,
anschlief?end wurde der Ansatz an der speed vac auf 10 mi eingeengt. Nach Zugabe von 1 Vol.
Stopplésung des ’AutoRead™ Sequencing Kit' (Pharmacia, Freiburg) erfolgte die Auftrennung im
Sequenzgel (A.L.F.™-Sequencer, Pharmacia, Freiburg).

Zur Bestimmung der GrofRe des entstandenen Produktes wurde eine Sequenzierung mit dem fir die

primer extension verwendeten Oligonukleotid durchgefihrt und im gleichen Sequenzgel aufgetrennt

2.12.2. Reverse Transkription (RT-PCR)

Die Prasenz bestimmter mRNA -Transkripte wurde durch Reverse Transkription der mRNA in cDNA und
nachfolgende Amplifikation des DNA-Fragmentes mittels PCR nachgewiesen. Die Reverse Transkription
erfolgte mit 2 ng DNA-freiler Gesamt-RNA von E. acidaminophilum wie in 2.12.1. beschrieben.
Anschlief3end wurde eine PCR-Reaktion mit Tag-DNA-Polymerase unter Standardbedingungen (s. 2.7.)
durchgefiihrt, wobei 10 m des RT-Ansatzes als Template dienten. Zur Kontrolle wurden RT-Ansétze mit
RNase-behandelter RNA (10 pg RNase A, 2 h, 37 °C) bzw. mit denaturierter Reverser Transkriptase
(10 min, 95 °C) sowie eine PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA von E. acidaminophilum
durchgefiihrt.

2.13. Proteinchemische M ethoden

2.13.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (BRADFORD, 1976)

Zu 20 pl der Proteinprobe wurde 1 ml BRADFORD-Reagenz (0,007 % (w/v) Serva Blau G-250; 5 %
(v/v) Ethanol; 8,5 % (v/v) H3PO,4) gegeben und grindlich gemischt. Nach 3 min Inkubation bei RT

erfolgte die Vermessung der Absorption bei 590 nm mit einem Spekol 1200 (Carl-Zeiss-Technology,
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Jena) in Plastik-Kivetten. Eine Eichgerade wurde mit Rinderserum-Albumin (BSA) in enem
Konzentrationsbereich von 1-10 pug / 20 pl Probe erstellt.

2.13.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophor ese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in 10-15 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (LAEMMLI, 1970) in
einer vertikalen Minigel-Apparatur (Biometra, Gottingen). Sammelgel (5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1);
125 mM Trig/HCI, pH 6,8; 0,1 % (w/v) SDS) und Trenngel (10-15 % (w/v) Acrylamid (37,5:1); 376 mM
TrigHCI, pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS) wurden nach Vorschrift des Herstellers vorbereitet. Die
Proteinlésung wurde mit 1 Vol. 2° SDS-Proben-Puffer (125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 50 % (v/v) Glycerin;
5 % (v/v) b-Mercaptoethanol; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 2 % (w/v) SDS) versetzt und nach
Denaturierung (5 min, 95 °C) bei 25 mA in TrigGlycin-Puffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 %
(w/v) SDS) aufgetrennt.

Als Molekulargewichtsmarker dienten die folgenden Proteine (Sigma, Taufkirchen): Myosin (205 kDa),
b-Galactosidase (116 kDa), Phosphorylase b (97,4 kDa), Rinderserum-Albumin (66,0 kDa), Ovalbumin
(45,0 kDa), Glyzeradehyd-3-phosphat-DH (36,0 kDa), Carboanhydrase (29,0 kDa), Trypsinogen
(24,0 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa), &Lactalbumin (14,2 kDa).

2.13.3. Coomassie-Farbung von Proteinen

In SDS-Polyacryamid-Gelen aufgetrennte Proteine wurden fur 30-60 min auf einer Laborwippe
(Biometra, Gottingen) in Coomassie-Farbeldsung (0,2 % (w/v) Serva Blau R250; 0,05 % (w/v) Serva
Blau G250; 42,5 % (v/v) Ethanal; 5 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure) inkubiert und anschlief3end
innerhalb von 1-2 h durch 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsdure bzw. Gber Nacht mit 7 % (v/v)

Essigsaure entfarbt.

2.13.4. Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Die Gele wurden nach 5-mintiger Vorbehandlung mit Trockenlésung (40 % (v/v) Methanal; 10 % (v/v)
Essigsaure; 3 % (v/v) Glycerin) luftblasenfrei zwischen zwei ebenfalls mit dieser Losung getrénkte
Z€ellophan-Folien (Biometra, Goéttingen) gespannt und bei Raumtemperatur innerhalb von zwei Tagen
getrocknet.
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2.13.5. Einengen und Umpuffern von Proteinldsungen

Das Umpuffern von Proteinldsungen erfolgte durch Dialyse gegen das 1000-fache Volumen der Probe
unter stdndigem Ruhren bel 4 °C Uber Nacht. Zur Anwendung kamen dabei 'Snake Skin™’
Dialysemembranen (Pierce, Rockford/IL, USA) in Form eines Dialyseschlauchs bzw. mit der Membran
Uberspannte Dialysekapseln (Roth, Karlsruhe).

Das Einengen von Proteinldsungen erfolgte mittels *Nanosep™ Zentrifugen-Konzentratoren’  (Pall
Gelman Laboratory, Dreieich) bei 5000 g und 4 °C.

2.13.6. Transfer von Proteinen auf Membranen

Die Ubertragung von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine Polyvinylidendiflourid (PVDF)-
Membran (Pierce, Rockford/IL, USA) erfolgte mit einer Fastblot B34-Apparatur (Biometra, Gottingen).
Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung wurde das Gel 10 min in Transferpuffer (50 mM Na-
Borat pH 9,0; 10 % (v/v) Methanol) inkubiert und die auf Gelgrofie zurechtgeschnittene Membran
nacheinander je 1 min in Methanol, Wasser und Transferpuffer geschwenkt. Anschlief3end wurde von der
Anode aus folgende Schichtung luftblasenfrei vorgenommen: drei Lagen Transferpuffer-getranktes Gel-
Blotting-Papier (Schleicher & Schilll, Dassel), PVDF-Membran, Polyacrylamidgel, drei Lagen getranktes
Gel-Blotting-Papier. Der Transfer erfolgte fir 60 min bei 4 °C und 1,2 mA pro cm? Membranfléche.
Danach wurde die PVDF-Membran zur Visualisierung der Ubertragenen Proteine, insbesondere der
Marker, fur 3-5 min in Pongeau S-Farbeldsung (0,2 % (w/v) Pongeau S; 3 % (w/v) Trichloressigsaure;

3% (wi/v) Sulfosalicylsaure) geschwenkt und anschlief3end in Wasser entférbt.

2.13.7. Antikor per nachweis von Proteinen

2.13.7.1. Strep-tag |1 -Fusionsproteine

Der Nachweis der Expression rekombinanter, mit einem Srep-tag |1 fusionierter Proteine erfolgte mittels
StrepTactin-HRP-Konjugat (IBA, Gottingen). Nach dem Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine auf eine PVDF-Membran (2.13.6.) wurde diese 30-60 min in 0,5 ml/cm? PBS-Puffer (4 mM
KH,PO,, 16 mM NaHPO,4; 115 mM NaCl) mit 1 % (w/v) BSA und 0,5 % (v/v) Tween 20 inkubiert.
Nach der Zugabe von 0,25 mi StrepTactin-HRP-Konjugat pro ml Puffer folgte eine weitere 30-mindtige
Inkubation. Anschlief3end wurde die Membran kurz mit Wasser gespiilt, 2" 15 min in PBS-Puffer mit
0,1 % (v/v) Tween 20 gewaschen und erneut kurz mit Wasser gespllt. Danach erfolgte die Detektion in
Puffer ER (100 mM Tris/HCI, pH 8,5) mit 0,02 % (w/v) 4-Chlornaphtol und 0,03 % (v/v) H,0..
Nachdem die Banden die gewiinschte Intensitét erreicht hatten, wurde die Reaktion durch intensives

Spuilen der Membran mit Wasser beendet.
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2.13.7.2. Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteine

Der Nachweis der Glutathion-S-Transferase erfolgte mit dem 'GST Western Blotting Kit' (Roche
Diagnostics, Mannheim), wobei die Vorschrift des Herstellers leicht modifiziert wurde. Die PVDF-
Membran mit den transferierten Proteinen (2.13.6.) wurde 1 h in TBS-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5;
150 mM NaCl) mit 10 % (v/v) Blockierungs-Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) inkubiert.
Anschlief?end wurde die Losung gegen TBS-Puffer mit 5 % (v/v) Blockierungs-Reagenz ausgetauscht
und 1 m Anti-GST-Peroxidase-Konjugat (Sigma, Taufkirchen) pro ml Puffer zugesetzt. Nach einer
30-mindtigen Inkubation wurde die Membran 4 10 min in TBS-Puffer mit 0,1 % (v/v) Tween 20
gewaschen und anschlie3end 1 min in Substratldsung (' GST Western Blotting Kit', Roche Diagnostics,
Mannheim) geschwenkt. Nach dem Entfernen (berschissiger Flissigkeit wurde die Membran in Folie
eingeschweildt, die Detektion der Signale erfolgte durch 1-5-minitige Exposition eines 'Lumi-Film

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diagnostics, Mannheim).

2.14. Heter ologe Expression von Proteinen

2.14.1. His-tag-Fusionspr oteine

Die Expression und Reinigung rekombinanter Proteine mit eéinem N-terminalen Histag erfolgte unter
Verwendung des Vektors pQE30 (Qiagen, Hilden) in Verbindung mit E. coli M15 oder mit dem Vektor
pT7-7 in Verbindung mit E. coli BL21(DE3). Beide Stdémme wurden zusétzlich mit dem lacl-tragenden

Plasmid pREP4 transformiert, um eine strenge Kontrolle der heterologen Genexpression zu erreichen.

2.14.1.1. Z€ellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Fir die Uberpriifung der Genexpression im kleinen Mal3stab (rapid screenig) wurden 10 ml, fir
praparative Zwecke dagegen 200 ml LB-Medium (mit Ampicillin und Kanamycin) mit 0,2 bzw. 4 ml
einer Uber Nacht gewachsenen Vorkultur beimpft und bel 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bel einer
ODgy von 0,6-0,7 wurde IPTG zugegeben (0,4 mM Endkonzentration fur Kulturen von E. cali
BL21(DE3) und 1 mM fir E. coli M15) und weiter wie zuvor inkubiert. Im screening-Mal3stab erfolgte
bis 5 h nach Induktion ale 60 min die Entnahme von je 1 ml Probe, welche durch Zentrifugation (1 min,
10 000 g) bei RT geerntet wurde. Im préparativen Mal3stab erfolgte die Zellernte 4-5 h nach der Zugabe
von IPTG. Dazu wurde die Kultur 15 min auf Eis gestellt, die Zellen anschlief3end durch Zentrifugation
(20 min, 5000 g, 4 °C) geerntet und bei —80 °C gelagert.
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2.14.1.2. rapid screening von Expressionskulturen

Die aus 1 ml Kulturvolumen geernteten Zellen wurden in 200 m Puffer B (8 M Harnstoff; 100 mM
NaH,PO,4; 10 mM Tris/HCI, pH 8,0) resuspendiert und durch vortexen lysiert. Das Lysat wurde 10 min
bei 15 000 g zentrifugiert und der Uberstand anschliefend mit 40 M Ni-NTA-Agarose (50 %ige
Suspension, Qiagen, Hilden) unter leichtem Schwenken 30 min inkubiert. Nach einer Zentrifugation
(30's, 12 000 g) wurde der Uberstand verworfen und die Ni-NTA-Agarose dreimal mit je 1 ml Puffer C
(s. Puffer B, pH 6,3) gewaschen. Die Elution gebundener Proteine erfolgte durch Zugabe von 20 ml Puffer
C mit 100 mM EDTA. Nach 2-minttiger Inkubation des Ansatzes unter |eichtem Schwenken wurde die
Ni-NTA-Agarose durch Zentrifugation (30 s, 12 000 g) sedimentiert, der Uberstand abgenommen und
mittels SDS-PAGE analysiert.

2.14.1.3. Zelaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt im préparativen M al3stab

Nach dem Auftauen des Zellpellets auf Eis wurden pro Gramm Feuchtgewicht 3 ml Aufschlusspuffer
(50 mM Na-Phosphat pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; 5 mM & Mercaptoethanol) zugegeben.
Nach Resuspension der Zellen wurde der Ansatz mit Lysozym versetzt (Endkonzentration 1 mg/ml) und
30 min auf Eisinkubiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung (5 s bursts bei 60 Waitt,
dazwischen 10 s Pause) mit einem Desintegrator UW 60 (Uni Equip Laborgeratebau, Martinsried) unter
sténdiger Kiihlung bis zur vollstdndigen Lyse der Zellen. Anschlief3end wurden RNase A (10 ng/ml) und
DNase | (5 ng/ml) zugesetzt und der Ansatiz 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
30-miniitige Zentrifugation (10 000 g, 4 °C), der erhaltene Uberstand (Rohextrakt) wurde auf Eis

gelagert.

2.14.1.4. Native Reinigung

Je ml Rohextrakt wurden 0,25 ml Ni-NTA-Agarose zugegeben und der gesamte Ansatz 1 h bel 4 °C unter
leichtem Schwenken inkubiert. Anschlieffend wurde die Suspension in eine mit Fritte versehene
Propylen-Saule mit 1 ml Bettvolumen (Qiagen, Hilden) gegeben und nach Absetzen der Ni-NTA-Agarose
zweimal mit 4 ml Waschpuffer (50 mM Na-Phosphat pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 5 mM
a-Mercaptoethanol) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte mit 40,5 ml Elutionspuffer
(Waschpuffer mit 250 mM Imidazol). Die Protein-enthaltenden Elutionsfraktionen wurden vereinigt,
gegen Puffer Q (50 mM TrigHCI, pH 7,5, 2 mM DTT; 1 mM EDTA) dialysiert und einer
Chromatographie an einer MonoQ® HR 5/5 (Pharmacia, Freiburg) unterzogen. Zur Anwendung kam
dabei eine FPLC-Anlage (Pharmacia, Freiburg), bestehend aus einer Pumpe P 500, einer UV-Einheit
UV1 und einem Fraktionssammler FRAC-100 mit angeschlossenem Schreiber REC 101. Die verwendete

FluRrate betrug 1 mi/min. Alle benutzten Puffer und Losungen wurden vor Gebrauch durch
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Cdluloseacetat-Filter (Sartorius, Gottingen) mit 0,2 um Porendurchmesser filtriert und anschlief3end
entgast. Die Saule wurde mit 5 ml Puffer Q &guilibriert, danach konnte das dialysierte Protein mit 20 ml
des gleichen Puffers aufgebracht werden. Die Elution erfolgte mit einem linearen KCI-Gradienten von
0-1,0 M in Puffer Q. Nach Dialyse gegen Lagerpuffer (50 mM TrigHCI pH 7,6; 0,5 M NaCl; 5 mM
MgCl,; 2 mM DTT; 1 mM EDTA; 10 % (v/v) Glycerin) wurden die gereinigten Proteine bei —20 °C
aufbewahrt.

2.14.2. Strep-tag | |-Fusionsproteine

Fir die Expression und Reinigung rekombinanter Proteine als N-terminale Strep-tag |1-Fusion kamen die
Vektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA7 (IBA, Gottingen) sowie die Stamme E. coli BL21(DE3) mit
pUBS520 bzw. E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL zum Einsatz.

2.14.2.1. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Je 11 LB-Medium (mit Ampicillin und Kanamycin fir E. coli BL21(DE3) mit pUBS520 bzw. Ampicillin
und Chloramphenicol fur E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) wurde mit 20 ml einer Uber Nacht
gewachsenen Vorkultur von Zellen, die das entsprechende pASK-IBA5/7-Derivat enthielten, beimpft und
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bel einer ODssy von 0,5-0,7 wurde Anhydrotetracyclin zu einer
Endkonzentration von 0,2 pg/ml zugegeben, die Kultur fir weitere 3 h bei 37 °C inkubiert und
anschlieffend 15 min auf Eis gekihlt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (20 min, 5000 g, 4 °C)
geerntet und bei —80 °C gelagert.

2.14.2.2. Zellaufschluss und Gewinnung von Rohextrakt

Das Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut und in 10 ml (je | Kulturvolumen) Puffer W (100 mM Tris/HCI,
pH 7,6; 1 mM EDTA; 2 mM DTT) resuspendiert. Nach dem Zusatz von 1 mg/ml Lysozym und 0,1 uM
PMSF wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert, der Zellaufschluss erfolgte mittels zwei Passagen
durch eine French-Presse (20K-Zelle, SLM Instruments, Rochester/NY, USA) bei 1260 psi.
Anschlief?end wurden DNase | (5 mg/ml) und Avidin (25 ng/ml) zugegeben, letzteres diente zur
Maskierung von Biotin, welches ansonsten irreversibel an das Affinitétsmaterial bindet. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation auf Eis folgte die Abtrennung unlddlicher Komponenten durch Zentrifugation
(30 min, 60 000 g, 4 °C), der Uberstand (Rohextrakt) wurde auf Eis gelagert.
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2.14.2.3. Native Reinigung

Die Reinigung von Strep-tag |l-Fusionsproteinen erfolgte bei 4 °C Uber Polypropylen-Saulen (Qiagen,
Hilden), die mit 0,7-1,0 ml StrepTactin-Sepharose (IBA, Gottingen) beladen waren. Nach dem
Aquilibrieren der Saule (5 ml Puffer W) wurde der Rohextrakt in 2 ml-Schritten aufgetragen. Nicht
gebundene Proteinen wurden durch Waschen mit 5" 1 ml Puffer W entfernt. Die Elution gebundener
Proteine erfolgte mit 5° 0,4 ml Puffer E (Puffer W mit 2,5 mM a-Desthiobictin (Sigma, Taufkirchen). Die
Saulenmatrix konnte durch Zugabe von 35 ml Puffer R (Puffer W mit 1 mM HABA, Sigma,
Taufkirchen) und anschlief3endes Waschen mit 2° 4 ml Puffer W regeniert und auf diese Weise 3-5-mal
verwendet werden.

Im Falle von SelB schloss sich eine Chromatographie an einer MonoQ® HR 5/5 (Pharmacia, Freiburg) an,
dabei wurde wiein 2.14.1.4. beschrieben verfahren.

Die Lagerung der gereinigten Proteine erfolgte ebenfalls analog zu den His-tag-Fusionsproteinen.

2.14.2.4. Entfernung des Strep-tag 1|

Zur Abspaltung des Strep-tag |l wurde das Eluat der Affinitétsreinigung gegen den Reaktionspuffer
(50 mM Trig/HCI pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM CaCl,) dialysiert und pro mg Fusionsprotein mit 50 ny
Biotin-markiertem Factor Xa (Roche Diagnostics, Mannheim) versetzt. Die Spaltung erfolgte 8 h bei
15 °C. Zur Abtrennung der Protease wurden 2 mi immobilisiertes Streptavidin (50 %ige Suspension,
Roche Diagnostics, Mannheim) pro ng Factor Xa zugesetzt und der Ansatz unter leichtem Schiitteln 30
min bei 15 °C inkubiert. Durch anschlieffende Zentrifugation (5 min, 10 000 g) konnte die an das Gel
gebundene Protease separiert werden. Um nicht gespaltenes Fusionsprotein zu entfernen, wurde der

Ansatz auf eine StrepTactin-Affinitétssaule aufgebracht und der Durchlauf aufgefangen.

2.15. Bestimmung der For miat-Dehydrogenase-Aktivitat in Rohextrakten

Alle Schritte erfolgten anaerob unter Formiergas-Athmosphare (95 % N, / 5 % Hy) in einer
Anaerabenbox (Coy Laboratory Products, Ann Arbor/MI, USA) oder unter sténdiger Begasung mit N..
Die verwendeten Puffer wurden ebenfalls mit N, begast und in Serumflaschen mit Septen gelagert.

2.15.1 Herstellung von Rohextrakten

Nach anaerobem Wachstum in TGY EP-Medium bis zu einer ODgy von 0,8-1,2 wurden die Zellen einer
400 mi-Kultur durch Zentrifugation (20 min, 5000 g, 4 °C) geerntet. Das Zellpellet wurde in 2 ml Puffer
A (25 mM MES/NaOH, pH 6,0; 3 mM NaAzid; 2 mM DTT; 1 mM EDTA) aufgenommen, der
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Zellaufschluss erfolgte mittels zwei Passagen durch eine French-Presse (Mini-Zelle, SLM Instruments,
Rochester/NY, USA) bei 960 psi. Unlésliches Material wurde anschlief3end durch Zentrifugation (20 min,
27 000 g, 4 °C) entfernt.

2.15.2. Aktivitatsbestimmung

Die Messung der Formiat-Dehydrogenase-Aktivitét erfolgte modifiziert nach AXLEY et al. (1990) durch
die Formiat-abhangige Reduktion von Benzylviologen (es7;s = 1,1 10° M™* cm™), welche bei 578 nm an
einem Spektrophotometer (Uvikon 630, Kontron Instruments, Mailand/Italien) verfolgt wurde. Zur
Anwendung kamen dabei mit Naturkautschuk-Septen (Sigma, Taufkirchen) verschlossene Halbmikro-
Glaskivetten (Ochs Labortechnik, Bovenden). Gemessen wurde bei Raumtemperatur (25 °C), der
Testansatz (1 ml) enthielt folgende Komponenten:

Tab 6: Mel3ansatz fur die Bestimmung der FDH

Komponente eingesetzte Menge [m] Endkonzentration [mM]
Tris/HCI pH 7,5 (50 mM) 950 50

Benzylviologen (100 mM)* 20 2

Na-Dithionit (50 mM)* 2-3 0,1-0,15

Rohextrakt 1-15 -

Na-Formiat (1 M)* 20 20

*in 50 mM Tris’HCI, pH 7,5

Puffer und Benzylviologen wurden vorgelegt und die Extinktion mit Na-Dithionit auf ca. 0,3 eingestellt,
dieser Schritt diente der Entfernung von Restsauerstoff aus dem Messansatz. Nach Zusatz von Rohextrakt
wurde zunéchst die Blindreaktion vermessen, anschlief3end erfolgte die Zugabe von Na-Formiat und die
Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der einsetzenden Reaktion. Aus der ermittelten

Extinktionsanderung wurde die Volumenaktivitéat der Probe wie folgt berechnet:

DE/min- V¢
An= ¥4
d e vp
An = Volumenaktivitat [U/ml]
DE/min = Extinktionsanderung pro Minute
d = Schichtdicke [cm]
e = molarer Extinktionskoeffizient [M™*cm™]
Vit = Volumen des Testansatzes [ml]

Vp = Volumen der eingesetzten Probe [ml]
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Ein Unit ist definiert als Reduktion von 1 mmol Benzylviologen pro Minute (AXLEY et al., 1990). Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration der Probe (s. 2.13.1.) konnte die spezifische Aktivitat [U/mg]

berechnet werden.

2.16. Bestimmung der b-Galactosidase-Aktivitat

2.16.1. Z€ellanzucht

Je 20 ml TP-Medium wurden mit 0,4 ml einer Uber Nacht gwachsenen Vorkultur versetzt und bei 37 °C
inkubiert. Bei einer ODgy von 0,3 erfolgte die Induktion des lac-Promotors durch Zugabe von 50 mM
IPTG (Endkonzentration). Die Kulturen wurden weitere 2 h bei 37 °C inkubiert, danach 5 min auf Eis
gekihlt und durch Zentrifugation (2 min, 10 000 g) in mehreren Aliquots von je 1 ml geerntet. Die
Lagerung der Zellpellets erfolgte bei —20 °C.

2.16.2. Aktivitats-Bestimmung (MILLER, 1992, mod.)

Je nach zu erwartender Aktivitét wurde die Zellmenge, welche 0,1-1,0 ml Kulturvolumen entsprach, in
950 ul Z-Puffer (60 mM NaHPO,; 40 mM NaH,PO,; 10 mM KCI; 1 mM MgSQO4 50 mM b-
Mercaptoethanol) resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl
Permeabilitatsmix (0,25 % (w/v) CTAB; 0,5 % (w/v) Na-Desoxycholat). Nach weiteren 10 min bei RT
wurde die Reaktion durch Zusatz von 100 pl Substratldsung (ONPG, 4 mg/ml in Z-Puffer) gestartet und
nach Gelbféarbung des Ansatzes mit 500 ul einer 1 M Na,COs-Ldsung abgestoppt. Nach Zentrifugation
der Proben (10 min, 10 000 g) wurde die Absorption des Uberstandes bei 420 nm an einem Spekol 1200
(Carl-Zeiss- Technology, Jena) bestimmt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Zellpellet. Die
Enzymaktivitét (Miller-Units) wurde nach folgender Formel berechnet:

1000 - A4
A= ¥¥YaYaYaYaYaYa
t.- v. ODgy
A = Aktivitét [Miller-Units]
Aso = Absorption des Uberstandes bei 420 nm
t = Reaktionszeit [min]
% = urspringliches Volumen der eingesetzten Probe [ml]

ODgy = optische Dichte der Kultur unmittelbar vor der Zellernte
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2.17. Gedretardations-Experimente mit SelB bzw. SelB-Domanen aus
E. acidaminophilum

Fir die Gelretardations-Experimente wurden eine Reihe verschiedener Bindungs- und Elektrophorese-
Bedingungen getestet (Tab. 7). Je 1 pmol radioaktiv markiertes Transkript (20 000 bis 50 000 cpm) wurde
in 20 M Bindungspuffer mit unterschiedlichen Mengen des gereinigten Proteins fur 15-30 min bei
Raumtemperatur oder 30 °C inkubiert. Unspezifische Bindungen sollten durch Zusatz eines 100-fachen
molaren Uberschusses an Hefe-tRNA (Sigma, Taufkirchen) unterdriickt werden. Danach wurde der
Ansatz mit 6 % Glycerin versetzt (falls nicht bereits im Puffer vorhanden) und in einem 4,5-5 %igen
(SelB und SelB-Domanen) bzw. 10 %igen (SelB-Domanen) nativen Polyacrylamidgel bei 8 V/em fir ca
2 h aufgetrennt. Wenn die Elektrophorese bei 4 °C erfolgte, wurde der Ansatz vor dem Auftragen auf das
Gel 5 min bei dieser Temperatur inkubiert. Die Signae wurden mit Hilfe eines ’'Lumi-Film

Chemiluminescent Detection Film’ (Roche Diaghostics, Mannheim) sichtbar gemacht.

Tab. 7: Bedingungen in Gelr etar dations-Experimenten mit SelB und SelB-Domanen
SelB und SelB-Doménen

Bindungpuffer Inkubation Gelmatrix* Elektrophorese
50 mM K-Phosphat, pH 7,0 30min,30°C 50 mM K-Phosphat,pH7,0 4°C
5 mM Mg-Acetat 5 mM Mg-Acetat
0,1 mM EDTA 0,1 mM EDTA
1 mMDTT 1 mMDTT
0,5mM GTP 5 % PAA (60:1)
[0,02 % Tween 20]°
50 mM Trig/Acetat, pH 7,0 20 min, RT 40 mM Tris-‘Acetat,pH7,0 RT
50 mM NaCl 4,5 % PAA (60:1)
5 mM MgCl,
2 mMDTT
0,5mM GTP

[5 % Glycerin] ?
89 mM Tris/Borat, pH 7,0 15 min, RT 89 mM Tris/Borat, pH 7,0 RT

5 mM MgCl, 1 mMDTT

0,5 mM GTP 4,5 % PAA (60:1)

[5% Glycerin] ?
40 mM Tris/HCI, pH 7,6 20 min, RT 45 mM Tris/Borat, pH 8,3 4°C
50 mM NaCl 1 mM EDTA

5 mM MgCl, (0,5 TBE)

2 mMDTT 4,5 % PAA (60:1)

0,5 mM GTP

[10 % Glycerin] ?
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Fortsetzung Tab. 7

SelB-Domaénen
Bindungpuffer Inkubation Gelmatrix* Elektrophorese
160 mM K-Glutamat, pH 7,5 15 min, RT 40 mM Tris/Acetat, pH7,5 RT
20 mM MgCl, 1 mM EDTA
2 mMDTT (1’ TAE)

20 mM Mg-Acatat
10 % PAA (37,51)

40 mM Hepes/KOH, pH 7,9 15min,30°C 50 mM Trig/Glycin,pH 9,4 4°C
5 mM MgCl, 1 mMDTT
1 mMDTT 10 % PAA (37,51)

identisch mit dem Laufpuffer
2 Experimente mit und ohne diese K omponenten wurden durchgefiihrt.

2.18. Oligonukleotide

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Oligonukleotide (Tab. 8) wurden von den Firmen
Metabion (Martinsried), MWG-Biotech (Ebersberg) oder Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein)
bezogen. Fur in-vitro-Synthesen von RNA und fur primer-extension-Experimente wurden HPLC-

gereinigte Oligonukleotide verwendet.

Tab. 8: Ubersicht iiber verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5® 3') Verwendung

SA9F GCA ATG ACG GCG TAA TAG AGC Herstellung von
Hybridisierungs-Sonden

SA223R GCC TAG ATT CGT ATG TAC CAC S. 0.

GS1708N TAA TCA CAA AGG CAG ACA CGG RT-PCR, Herstellung von
Hybridisierungs-Sonden

GS2502R CAC TAC AAA CTG CGG GIC TCC S. 0.

GS3443R ACA CCA GCA CCC ATC TAC TCC S. 0.

SDBV ACl GE TTY GGH YTI YTI GE CA! Herstellung von
Hybridisierungs-Sonden

SDUH IAR ICC ICC I SWIGT YTS | GS! S. 0.

SCNORN1 TTC AGC AAG AGA ATT TGG GAG S. 0.

SCNORC1 CCT TAA TTT ACA TAA TTG CCG G S. 0.

GS1527R TAC TAT GCC CGC CCT TTT ACC RT-PCR

SDh2v GGC CCA TCT AAA CAA GTA TGC AGC S. 0.

GS521 CTG ACC AAG GAA GAA AAG AGC S. 0.

SCEXT1 Cy5- CCA CCC AGG AGG CTC TTA AC primer extension

SD1EXT1 Cy5- GIC AAA GCC TAC AAG AAG CC S. 0.

PREXSA Cy5-TTT GCT CCC TTA TGA CCT CG S. 0.

SAEXT2 Cy5- CCA GCT CTA TTA CEC CGT C S. 0.
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Fortsetzung Tab. 8

PREXSB
MUKPNDN

MUKPNUP
SCECKPND

SCECKPNU
SBE1

SBE359

SBE494

SBEG627

ET7H
STGSV

STG5VD4

STG5VD4B

STG5H

EXPV7SB

PRO1IVT

GRDB1IVT

PXIVTS7

SD1IVT54

GB1lIVTM1

PXIVTM1

SD1IVTM1

SBSCDN

SBSCUP

Cys-

GTA

GAA
CGG

ACG

TTT

TTC
ACA

TTT

TA

AGA
ATC

TTC
ACA

TTT

TA

AGA
ATC

ACT
GAT

GAC
GGT

GGT

GAT
TAG

GAT
TTG

GAT
TGG
TCG

ATT

TAC

TAT
AGT

CAG

TTG
TAT

AGT

CAG

TTG

GTC

ATG CCC GCC CTIT TTA CC

GGG TGC TGG TAC CGT GCC

CAG AGG GCA CGG TAC CAG

ACC TGC TTT CGI GAT AAT

ACC TGA TGG CAG TCT GAT

ATG ACG ATG ACA
CG

AAA

ATG ACG ATG ACA AGA

ATG ACG ATG ACA

TAT GAA AGG ACC

TAT GAG AGG ATC

CTC GCC AAG AAT

CTC GCC CCA

CTC AAG ATT

CTC GIA TCA CTA TGA

CTC AGA ATA

GAC TCA CTA TAG

TTC TTT

TCA

AAC
TGT

CAT AGA

ATA

TGC
GIG

ACT
TGG

CTG GAT

AGA

ATT TTT

ACC

CAG
TAT

ACA AGC TTG

CAG TAT AGT

TTC TTT

TCA

AAC
TGT

CAT AGA

ATA

TGC
GIG

ACT
TGG

CTG GAT

AGA

ATT TTT

ACC

CAG
TAT

ACA AGC TTG AAA

CAG TAT AGT

TCC TGG GAT AGG GAG GAT

GAC ATC TGC ACT

CrC

CAC
ACG

TAT
TGA

AGA

TTT

TCA
ATA

AAG

TAA

ACC
AGT

CAA
AGT

TCC
GAG

TGC
AGT

CAA
AGT

TTT

TGG

CCA

TGG
AGA

AAC

TCT

TCT

ATA

ACA

TC

AC

TAA

AGA

TTG AAG AAA

TC

ATA

CAC

GAC

TAA

CTG
GAG

TCT
TCG

GAG

TCT

ATA

AAG

AAT

TAG

TCT
ATT

CTG
TCG

GCC
TAT

TCT
ATT

CTG
TCG

GCC

GAG TCG TAT

TTG

ATG

GIG CTT TAC

AGG

CTG

CIT

AGT

TAT

TA
AGT

TAT

TA

S. O.

Mutagenese (Kpnl-Schnittstelle
in pTN2 eingefihrt)

S. 0.

Klonierung von selCg. in
pTN2K

S.0.

Klonierung von selB in pQE30

Klonierung von selB (Doméne
4) in pQE30

Klonierung von selB (Doméne
4b) in pQE30

Klonierung von selB, selB-
Bereichen in pQE30 bzw. pT7-7

Klonierung von selB in pT7-7

Klonierung von selB in pASK-
IBAS

Klonierung von selB (Doméne
4) in pASK-IBA5

Klonierung von selB (Doméne
4b) in pASK-IBA5

Klonierung von selB, selB-
Bereichen in pASK-IBA5S

Klonierung von selB in pASK-
IBA7

In-vitro-Transkription
(Promotor-Strang)

In-vitro-Transkription
(Template-Strang)

S. 0.

Klonierung von selB, selC in
PACYC184

S. 0.
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Fortsetzung Tab. 8

SBSCDN3 CGC GIC GAC ATT AAA TCA ATC AGG AAA GAG GCG Klonierung von selC in
pACY C184-Derivate

MUCLADN CAG GAA ACA CCT ATG ACC ATA TCG ATT ACG AAT TCG Mutagenese (Clal-Schnittstelle
ACGC TCG G in pTN2 eingefuhrt)

MUCLAUP CCG ACC TCG AAT TCG TAA TCG ATA TGG TCA TAG CTIG S. 0.
TTT CCT G

MUSACDN CCT ATA CCT TGT CTG CGA GCT CCC CCC GIT CGCG TC M utagenese (Sacl-Schnittstelle

in pACY C184 eingefiihrt)

MUSACUP GAC GCA ACG CGG GGA GCT CGC AGA CAA GGT ATA GG S. 0.

FUSECNTER CGA CGA GGI' CTC GGA TCC GGTI TTT TGG AGA TGT TGT Klonierung von sel Bg.-sel Be,-
TGA Fusionen in pACYC184

FUSEACTER1 CGA CGA CGI CTC GIC GAC TGC ATG CCT ATG AAA GG S. 0.

FUSEACTER2 CGA CGA GGI' CTC GIC GAC TGC ATG CCT ATG AAA GG S. 0.

FUSECRGD CGA CGA GGI' CTC GIC GCC ACG GIT AAT CTG CT S. 0.

FUSECNP CGA CGA GGTI' CTC CGG GIT AAG CAT CAC GAC CC S. 0.

FUSECLR CGA CGA GGTI' CTC TCG CAG ACG TTC GCG CCC AG S. 0.

FUSECFS CGA CGA GGI' CTC GCT GAA GCC CGC TTT GIG AT S. 0.

FUSEARGD CGA CGA CGTI' CTC GGC GAT GTA CTG GCA AAG CC S. 0.

FUSEANP CGA CGA CGI' CTC AAC CCA AAA AAA CAC AAG AGG TTT G s.o.

FUSEALR CGA CGA GGTI' CTC CTG CCC TCA AGA GIT GAG AG S. 0.

FUSEAFS CGA CGA GGI' CTC TTC AGI GAT TCT GAT ATT AAA ATA A s.o.

GB1SMSSD GIA CTA GAT GCG GIG CAA GCA TGG TTA AAG AAA TAG Mutagenese des putativen
AAA GAT CTG G grdB1-SECIS-Elements

GB1SMSSU CCA GAT CIT TCT ATT TCT TTA ACC ATG CIT GCA CCG S. 0.
CAT CTA GTA C

GB1LP1D GGC ACT TGT ACT AGA TGC GCA GCA TCT ATG GIT AAA S. 0.
GAA ATA G
GB1LP1U CTA TTT CTT TAA CCA TAG ATG CTG CGC ATC TAG TAC S. 0.
AAG TGC C
GB1SSRPD CTA CAT GAG GCA CTT GTA CTG CTT GCG GIG CAA GCA S. 0.
TGG
GB1SSRPU CCA TGC TTG CAC CGC AAG CAG TAC AAG TGC CTC ATG S. 0.
TAG
PXUSMSSD GIC TGA GCC ACT GAG GIT AGC GCA GIT GCT GAA AAA Mutagenese des putativen
TAT CCA prxU-SECIS-Elements
PXUSMSSU CTG GAT ATT TTT CAG CAA CTG CGC TAA CCT CAG TGG S. 0.
CTC AGA
PXULP1D GAG CCA CTG AGG TTT CAG CCC TTG CTG AAA AAT ATC S. 0.
CAG AG
PXULP1U CTC TGG ATA TTT TTC AGC AAG GGC TGA AAC CTC AGT S. 0.
GGC TC

PXUSSRPD CTG AGG TTA GCG CAG TTG CGC TAA AAT ATC CAG AGT S. 0.
TCC AAA AGC
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Fortsetzung Tab. 8

PXUSSRPU GCT TTT GGA ACT CTG

TAA CCT CAG
SD1SMPGD CTG AGC AGC CAA GAT
GG
SD1SMPGU CCT TGG CCA AAT CCT
AG
SD1LP1D GCC AAG ATA GGG CCA
SD1LP1U CAA GCG CCT TGG CCA

SD1PGRPD GAT AGG CGG AGA GGA

TC

SD1PGRPU GAC CGA CAA GCG CCT
TC

GRDBKP1 GAT CAA CGCT TAA CTT

GRDBKP2 GAT CGG GCC CGA TCT

GRDBCP1 GAT CAA CGCT TAA CTT
PRXUKP1 GAT CAA GCT TTA CAT
PRXUKP2 GAT CGG GCC CAG CTT
PRXUCP1 GAT CAA GCT TTA CAT

SELD1KP1 GAT CAA CGCT TAG CTT

GAT

AGG

CrC

AAT
TTT

TGC

CTA

TTC
CTA
TTG

TTG
TTG
CGG

SELD1KP2 GAT CGG GCC CGG AAG ACC

SELD1CP1 GAT CAA CGCT TAG CTT

CG&G

ATT

CGG

AAT
TTT

CAT

TAT
CAT
TCT

GAA
TCT
GCT

GAC
GCT

TTA

AGA

CTA

TTG
CTG

AAT

GAG

TTC
GCG
GAG

CrC
GCG
GAG

AAG
GCG

TGG
CCA
CAG

CGC
CAG

CAA

TTT

TGG

AAG
CTA
GCT

CrC

CIT

CTG CcC

GEC CAA

CTG CTC

GCG CIT G
TCT TGG C
TGT CGG

CGC CTA

AAC C

CIT G

CTG

ATA
CTG
CCA

CIT
CCA

AG

AG
AG

GG
AG

S. 0.

M utagenese des putativen
selD1-SECI S-Elements

S. 0.

S. 0.
S. 0.

S. 0.

S. 0.

Klonierung eines grdB1-
Fragmentsin pSKAGS

S. 0.
S. 0.

Klonierung eines prxuU-
Fragmentsin pSKAGS

S. 0.
S. 0.

Klonierung eines selD1-
Fragmentsin pSKAGS

S. 0.

S. 0.

YI'=Inosin; H=A oder Coder T; R=A oder G; S=Coder G; W=A oder T; Y =C oder T

2.19. Gerate und Chemikalien

Neben den bereits in den vorausgehenden Kapiteln erwdhnten Materialien fanden Gerdte folgender

Hersteller Verwendung:

Abimed (Langenfeld):

A& D Company (Tokyo/Japan):
Beckman (Palo Alto/CA, USA):
Bender & Hobein AG (Ismaning):
Biometra (Gottingen):
Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg):
Hamilton (Bonaduz/Schweiz):
Hermle Labortechnik (Wehingen):
Hettich (Tuttlingen):

Julabo Labortechnik (Seelbach):
Knick (Berlin):

automatische Pipetten
Feinwaagen FX-200, ER-182A
Ultrazentrifuge L8-60M
Vortex Genie 2

Power Pack P25
Tischzentrifuge 5415 C, Thermomixer 5436
Mikroliterspritzen
Zentrifuge Z 323 K
Zentrifuge 30 RF
Wasserbad UC-5B/5
Mikroprozessor pH-Meter 761
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Sorvall (Hanau): Zentrifuge RC 5BPlus
Roth (Karlsruhe): Magnetrihrer R 1000

Sofern nicht anders erwahnt, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen Serva (Heidelberg),
Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und Gerbu (Gaiberg) im héchstmdglichen Reinheitsgrad bezogen.
Weiterhin wurden Chemikalien und Enzyme folgender Firmen bzw. Anbieter eingesetzt:

Appligene-Oncor (Heidelberg): Lysozym, Ampicillin

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): Restriktionsenzyme, | -DNA, NTP's

Messer Griesheim (Krefeld): Stickstoff (4.0), Wasserstoff (3.0), Formiergas
New England Biolabs (Frankfurt/Main): Restriktionsenzyme

Peqglab (Erlangen): dNTP's

RisgNational Laboratory |sotope Division: [°Se]-Selenit (176 mCi/mmol)
(Roskilde/Dénemark)

Serva (Heldelberg): BSA, Lysozym, Pepton

University of Missouri Research Reactor Center:  [°Se]-Selenit (88 Ci/mmol)
(Columbia/MO, USA)
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1. Putative Sekundérstrukturen der  Selenoprotein-mRNAs aus
E. acidaminophilum

Um mRNA-Elemente zu identifizieren, die mdglicherweise den Einbau von Selenocystein in Proteine von
E. acidaminophilum vermitteln, wurde mit Hilfe des Programmes MFOLD (s. 2.11.3.) die unmittelbare
Umgebung des Selenocystein-Codons (UGA) der bisher bekannten Selenoprotein-Gene von
E. acidaminophilum nach mRNA-Sekundérstrukturen durchsucht, bzw. verschiedene bereits postulierte
Strukturen (SONNTAG, 1998; GRANTZDORFFER, 2000; GURSINSKY &t al., 2000; B. SOHLING, personliche
Mitteilung) nochmals Uberprift und verglichen. Mit Ausnahme von grdA konnten direkt stromabwaérts
vom UGA-Codon aller untersuchten Gene Strukturen formuliert werden, welche als Gemeinsamkeit eine
15-20 Basen umfassende Haarnadel struktur aufwiesen, die in einem Abstand von elf bis dreizehn Basen
zum Selenocystein-Codon lokalisiert war (Abb. 2). Den algemeinen Aufbau betreffend, zeigten die
postulierten Strukturen somit gewisse Homologien zu den fir E. coli und andere Bakterien beschrieben
SECIS-Elementen (HUTTENHOFER und BOCK, 1998a), andererseits konnten jedoch keine konservierten

Nukleotid-Sequenzen identifiziert werden.

cYe cYc
G-U G-U
A-U A-U
] C-G C-G
e G-C G-C
U U-A U-A
U-A U-G
Q G-C G-C
_ U-AAC ACG-CAC A
U-A C A A A AAU
U A-UyC Cu-GuC ¢ G
A Y% CG e G, G
C-G - U-A
1int| "= 5 C-G C-G G-C
U-A U-A G-
G- U U-A ACY " <
A 20 AUG-C Ag.C C-G
~ ' C-G C _ G
A AGU-G U-G U-A
G-U C-G C-G GC*G
A 9 U-A AG™ A
+1*U*A C G C C A
- C-G A
c-g” e relle A-U
U-G G-U C-& G-C
G C AT A ¥ U-A
U-G -U A- C-G
5-G-C-3 5-C-G-3 5-C-G-3 5-U-A-3
fdhF fdhA1 fdhA2 grdAl
E. cali

Fortsetzung nachste Seite
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cCu GCA
C-G C-G
G-C G-
U-A U-A
A-U U-A
GG &G cCu
A-Ua U-A ¢ G
u.-gY Y G-C
U-A Sy-a C-G,
U-A U-A A-U
5 UGAGGCA® CAAA 3 5 UGAGGCA” CAAA 3 5 UGAGGCACGUGUAS SGuA-3
grdBl grdF grdH
A% GCa
&G A-U
GC Ay
rolte A-U
g8 CG U
U-A &G cYa
U-AAA G G ad
86 UA AUAGG— Ca G-U
GC GaAC.- & o
NG A c ot eXe
C-G U-A 2G-C G Cap
GC ACG, C-G G, aA
G-Uy Ccg G-Cu, o
- ] - C-G
C-G UG U-G GCx ¢
A UG-c C-G A-U
A-U U-A G-U G-U
C-G U-A GC U-G
5-UGAGAUAUCAACG~ CAAA3 5-U-A-3 5-G- U-3 5-U-A-3
prpU prxuU selD1 selD2

Abb. 2: Postulierte Sekundarstrukturen verschiedener Selenoprotein-mRNAs aus E. acidaminophilum. Das
Selenocystein-codierenden UGA ist fett dargestellt. fdhAl, fdhA2: Formiat-Dehydrogenase, grdAl: Selenoprotein A
der Glycin-Reduktase, grdBl: Selenoprotein B der Glycin-Reduktase, grdF: Selenoprotein B der Sarcosin-
Reduktase, grdH: Selenoprotein B der Betain-Reduktase, prpU: redoxaktives 10 kDa-Selenoprotein, prxU: Seleno-
Peroxiredoxin, selD1, selD2: Selenophosphat-Synthetase. Zum Vergleich ist das fdhF-SECIS-Element aus E. coli
(HUTTENHOFER et al., 1996b) angegeben, der von SelB gebundene Bereich wurde eingerahmt und farbig
hervorgehoben. Der Teil der postulierten Strukturen, welcher funktionell dieser Region entsprechen kdnnte, wurde
ebenfalls blau markiert.

Von den verschiedenen bisher klonierten Genen von Selenoprotein A (grdAl und grdA2) sowie
Selenoprotein B (grdB1 und grdB2) der Glycin-Reduktase wurde hier nur jeweils ein Beispiel angefiihrt.
Einerseits unterscheiden sie sich nur geringfiigig in ihrer Sequenz, zudem ist eine Expression der Gene
grdA2 und grdB2 eher fraglich (SONNTAG, 1998). Von grdA3 liegt bisher lediglich der 3'-Bereich as

PCR-Produkt vor, das Selenocystein-Codon ist jedoch weiter stromaufwarts lokalisiert.



3. Experimente und Ergebnisse 45

Neben der unmittelbaren Umgebung des Selenocystein-Codons wurde auch der 3'-nicht-trangdlatierte
Bereich der bekannten Selenoprotein-Gene aus E. acidaminophilum analysiert. Dabel konnten jedoch
weder Strukturen mit Homologien zu den in Eukaryoten (Low und BERRY, 1996) oder Archaea
(WILTING et al.,, 1997) gefundenen SECIS-Elementen, noch andere konservierte mRNA-

Sekundarsstrukturen identifiziert werden.

3.2. Klonierung von selA aus E. acidaminophilum

Den Ausgangspunkt fir die in der vorliegenden Arbeit vorgenommene Charakterisierung der sel-
Genprodukte von E. acidaminophilum bildeten die aus einer Mbol-Genbank stammenden Plasmide pTN1,
pTN2 und pTN3 (GURSINSKY, 1996). Deren Uberlappende Inserts ergaben zusammen eine 4097 bp
umfassende Genregion, auf der die Gene selB (Selenocystein-spezifischer Elongationsfaktor) und selC
(tRNA™) sowie der grofte Teil des Gens sel A (Selenocystein-Synthase) aus E. acidaminophilum kloniert
vorlagen, wobei ale drei Gene die gleiche Transkriptionsrichtung aufwiesen. Zur weiteren Analyse des
Selenocystein-inkorporierenden Systems von E. acidaminophilum sollte als erster Schritt sel A vollsténdig
kloniert werden.

Der Vergleich der bereits vorliegenden Sequenz mit den in Datenbanken aufgelisteten Genen bzw.
Proteinen anderer Organismen zeigte, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit nur ein Bereich von ca. 40-50
Nukleotiden im 5'-Bereich von selA aus E. acidaminophilum zu klonieren war, um das Gen vollstandig
zu isolieren. Aus vorangegangenen Southern-Hybridisierungen mit chromosomaler DNA war bekannt,
dass selA auf einem ca. 3 kb grofen EcoRI-Fragment lokalisiert ist (GURSINSKY, 1996), wobei die
entsprechende Schnittstelle stromabwarts von selA etwa 2,2 kb vom 5'-Ende des Gens entfernt in selB
liegt. Durch Klonierung dieses EcoRI-Fragmentes wirde die bereits vorliegende Genregion also um ca.
0,8 kb verlangert, wodurch das sel A-Gen auf jeden Fall vollstandig isoliert wére.

Als Ausgangspunkt fir die Klonierung diente partiell mit EcoRIl verdaute und in einem Saccharose-
Dichtegradienten separierte chromosomale DNA von E. acidaminophilum (freundlicherweise zur
Verfigung gestellt von M. KoHLSTOCK). Die Fraktion mit dem grofden Anteil an Fragmenten einer
Grofse von ca. 3 kb wurde gegen TE-Puffer dialysiert und zur Ligation mit EcoRI-geschnittenem V ektor
pUC18 eingesetzt. Nach Transformation des Ligationsansatzes in E. coli XL1-Blue MRF wurden ca.
1200 Klone auf Nylonmembranen ausgestrichen und anschlieflend einer Koloniehybridisierung
unterzogen. Als Sonde diente ein ca. 0,2 kb grofies PCR-Fragment, welches mit den Primern SA9F und
SA223R aus dem bereits vorliegenden Bereich des sel A-Gens (auf pTN3) gewonnen und anschlief3end
mit Digoxigenin markiert wurde. Dabei konnte ein Klon isoliert werden, welcher das gesuchte EcoRI-
Fragment enthielt, das entsprechende Plasmid wurde mit pME11 bezeichnet. Nach Sequenzierung des
Fragments, dessen Grof3e mit 2896 Basen bestimmt wurde, konnte der fehlende Bereich des sel A-Gens
(44 Nukleotide) identifziert werden. Das an Hand der DNA-Sequenz abgeleitete Protein wies 467

Aminosauren auf, das Molekulargewicht betrug 52,5 kDa. Stromaufwérts von selA und in gleicher
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Transkriptionsrichtung wurde der 3'-Bereich eines offenen Leserahmens identifiziert, dessen Produkt
deutliche Homologien zu Selenophosphat-Synthetasen verschiedener Organismen aufwies. Die
vollsténdige Klonierung dieses Gens (auf dem Insert des Plasmids pSD122) erfolgte durch J. JAGER.
Unabhéangig davon wurde ebenfalls von J. JAGER ein zweites, sel D-homologes Gen identifiziert, dieses
war nicht mit dem erwahnten sel DABC-Cluster assoziiert. Die abgeleiteten Aminosiure-Sequenzen beider
Gene waren zu 62,9 % identisch (GURSINSKY et al., 2000)

Die folgende Abb. verdeutlicht die Anordnung der aus E. acidaminophilum klonierten Gene selD1, selA,
selB und selC.

0 1 2 3 4 5 kb
| | | ! | ! | ! | | |
selD1 selA siB selC ackA’

E E
Hi pSD122 —]

E E
| pME11

I pPTN3 I

I pTN2

I pTN1

Abb. 3: Schematische Darstellung der klonierten sel-Gene aus E. acidaminophilum. Das im Rahmen der
vorliegenden Arbeit klonierte Fragment ist rot hervorgehoben. Die Transkriptionsrichtung der Gene ist durch Pfeile
verdeutlicht. Zur Klonierung genutzte Mbol (M)- und EcoRI (E)-Schnittstellen sind angegeben.

Die vollstandige Sequenz der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Genregion inklusive postulierter
bzw. identifizierter Signale der Transkription und Trandlation (s. 3.3.) ist im Anhang angefihrt,
beginnend mit der intergenen Region stromaufwaérts von selD1.

Durch Southern-Hybridisierung mit der fir die Klonierung von selA verwendeten Sonde (s. 0.) wurde
nachgewiesen, dass im Genom von E. acidaminophilum nur eine Kopie des Gens der Selenocystein-
Synthase vorliegt. Das Gleiche war in der vorangegangenen Diplomarbeit auch fir selB und selC
festgestellt worden. Die Daten fir diese beiden Gene wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nochmals bestétigt, als selB-spezifische Sonde diente ein 0,8 kb grof3es PCR-Fragment, das mit den
Primern GS1708N und GS2502R sowie pTN2 als Template amplifiziert wurde. Als selC-spezifische
Sonde wurde das Oligonukleotid GS3443R eingesetzt.
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3.3. Untersuchungen zur Transkription der sel-Gene

3.3.1. Analyse der DNA-Sequenz nach Transkriptions- und Translations-Signalen

Begunstigt durch den geringen AT-Gehalt der intergenen Bereiche der klonierten Genregion wurden
stromaufwarts der Gene selD1, selA und selC jeweils mehrere Bereiche mit Homologie zur Konsensus-
Sequenz  (5'-TTGACA-17+1bp-TATAAT-3') s™-abhéngiger E. coli-Promotoren (HARLEY and
REYNOLDS, 1987) bzw. s”*-abhéngiger Bacillus subtilis-Promotoren (HELMANN, 1995) identifiziert. Eine
Aussage Uber mogliche Startpunkte der Transkription sollte deshalb erst nach weiteren Untersuchungen
erfolgen (s. 3.3.4).

Stromabwaérts der Gene selB und sel C wurden bereits in der vorangegangenen Diplomarbeit (GURSINSKY,
1996) potentielle mRNA-Sekundérstrukturen identifiziert, die im 3'-Bereich Uridin-reiche Sequenzen
aufwiesen und deshalb als Rho-unabhéngige Terminatoren fungieren kénnten (PLATT, 1986). Nach der
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten Klonierung der Bereiche stromaufwarts von selA wurde
auch fur die intergene Region zwischen selD1 und sel A eéine mRNA-Sekundéarstruktur mit dem erwahnten
Merkmal postuliert (Abb. 4).
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Abb. 4: Postulierte mRNA-Sekundér strukturen stromabwarts der Gene selD1 (A), selB (B) und selC (C). Die
Stopp-Codons der Gene selD1 (UAA) und selB (UAG) sowie das 3'-Ende der tRNAS*-Sequenz (CCA) sind fett
hervorgehoben. Die Anderung der Freien Energie wurde mit dem Programm MFOLD kalkuliert.

Die Gene selD1, selA und selB weisen jeweils das Start-Codon ATG auf, als Stopp-Codon werden UAA
(selD1) sowie UAG (selA und selB) genutzt. Stromaufwarts der drei Protein-codierenden sel-Gene sind
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die Sequenzen 5 -GGAGGT-3' (selD1) 5'-GAAGGGGT-3' (selA) und 5 -TAGGGAGG-3' (selB), dieals
Ribosomen-Bindestellen (SHINE und DALGARNO, 1974) in Frage kommen, in eéinem Abstand von sechs,

zwolf bzw. funf Nukleotiden zum Start-Codon lokalisiert.

3.3.2. Northern-Hybridisierungen

Die Anordnung von selD1, selA, selB und selC lief vermuten, dass eine gemeinsame Transkription
zumindest einiger dieser Gene vorliegt. Andererseits wurden mRNA-Sekundérstrukturen, die als Rho-
unabhéngige Terminatoren in Frage kommen, stromabwarts von selD1 und selB (und nattrlich auch 3'
von selC) identifiziert (s. 3.3.1., Abb. 4). Dies deutete darauf hin, dass lediglich selA und selB, welche
durch eine intergene Region von nur zehn Nukleotiden getrennt sind, zusammen transkribiert werden.

Um gemeinsame Transkripte der genannten Gene nachzuweisen, wurden Northern-Hybridisierungen mit
Sonden aus dem Bereich von selD1, selB und selC durchgefihrt. Zur klaren Unterscheidung der beiden
Gene der Selenophosphat-Synthase erfolgte aul3erdem eine Hybridisierung mit einer selD2-Sonde. Die
Sonden wurden durch PCR mit den Primerpaaren SDBV und SDUH (selD1, selD2), GS1708N und
GS2502R (selB) sowie SCNORN1 und SCNORCL1 (selC) mit den Plasmiden pME11, pSD15 bzw. pTN2
as Template hergestellt und anschlieflend mit Digoxigenin markiert. Erwéahnenswert ist, dass im
Southern-Blot mit chromosomaler DNA aus E. acidaminophilum beide selD-Sonden ausschliefdlich mit
der komplementéren Sequenz und nicht mit dem jeweils anderen Gen hybridisierten (J. JAGER,
personliche Mitteilung). Fur Northern-Blots wurde Gesamt-RNA von E. acidaminophilum mittels
denaturierender Agarose-Gelelektrophorese separiert, auf Nylonmembranen Ubertragen und mit den
entsprechenden Sonden hybridisiert (Abb. 5).

95 95
- 6,9 — 75 — 6.9 TFs
M — 4.4 > — 4,7 — 4.4
7] 23S 23S~
23S~ - 27 - 2,4 235+ 27 2.4
13 165~ — 14 16Sz; ' — 1,4
165+ 15 — 18
165+ |15
— 10 L 10
L 06 o — 024 06 — 0,24
— 0,4 -». = 0:4
I 013 — 0,3
selB selC selD1 selD2

Abb. 5: Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum. Die Hybridisierung erfolgte jeweils
mit einer Sonde aus dem Bereich der unterhalb der Blots angegebenen Gene. Signale, welche einem mdglichen
Transkript zugeordnet werden konnten, sowie die Positionen der 16S- und 23SrRNA sind auf der linken Seite
durch Pfeile gekennzeichnet. Die Fragmente der verwendeten RNA-Standards sind jeweils auf der rechten Seite
angegeben.
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Mit einer Sonde gegen selB wurden Signale bei ca. 4,7 kb sowie bel ca. 3,5 kb erhalten, was auf eine
gemeinsame Transkription der Gene selD1, selA und selB (° 4,5 kb) bzw. selA und selB (3 3,3 kb)
hindeutet. Die selC-Sonde ergab ein starkes Signal bei ca. 0,1 kb, welches vermutlich hauptsachlich der
prozessierten tRNA (97 Nukleotide) zuzuordnen ist, wobei eine Unterscheidung zwischen dieser und dem
priméren Transkript (wahrscheinlich ca. 0,15 kb, s. 3.3.4.) im Fall des vorliegenden Blots nicht moglich
war. Fir eine gemeinsame Transkription von selC mit anderen Genen wurden hingegen keine Hinweise
gefunden. Beide selD-Gene werden monocistronisch transkribiert (Signale bel 1,2 bzw 1,3 kb). Im
Unterschied zu selD2 ergab die selD1-Sonde ein zusétzliches Signal bel ca 4,7 kb, wodurch das
Vorliegen eines sel D1AB-Transkriptes bestétigt wurde.

3.3.3. Nachwelis eines gemeinsamen Transkriptsdurch RT-PCR

Zur Uberpriifung der mittels Northern-Hybridisierung gewonnenen Daten wurden RT-PCRs mit
Primerpaaren aus den Bereichen der Gene selB und selD1 (GS1527R und SD2V) sowie selC und selD1
(GS3443R und GS521) durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils mit dem 3'-Primer eine reverse Transkription
mit DNase-behandelter Gesamt-RNA aus E. acidaminophilum durchgefiihrt, die erhaltene cDNA diente
anschlief3end al's Template fur die PCR-Reaktion. Um auszuschlief3en, dass DNA-Kontaminationen (z. B.
durch unvollsténdigen DNase-Verdau der RNA-Probe) zu PCR-Produkten fuhren, erfolgten Kontroll-
Reaktionen mit RNase-behandelter RNA bzw. mit inaktivierter Reverser Transkriptase. Mit den
Oligonukleotiden GS1527R und SD2V wurde mittels RT-PCR ein Fragment amplifiziert, dessen Grofize
(2,15 kb) dem Abstand der beiden Primer-Bindestellen in der vorliegenden DNA-Sequenz entsprach. Bei
der PCR-Kontrollreaktion mit chromosomaler DNA wurde ebenfalls ein 2,15 kb grof3es Produkt erhalten
(Abb. 6). Dagegen ergab die RT-PCR mit den Primern GS3443R und GS521, im Gegensatz zur Kontrolle
mit chromosomaler DNA, kein Fragment der zu erwartenden GroRe (ca. 3,7 kb). Dieses Resultat
bestétigte die an Hand der Northern-Hybridisierungen vermutete Existenz eines gemeinsamen sel D1AB-
Transkriptes, wahrend das Gen der tRNA™* offensichtlich nicht zusammen mit den anderen sel-Genen

transkribiert wird.

kb M PCR RT1 RT2 RT3

< 2,15 kb

5
L t

Abb. 6: RT-PCR zum Nachweis eines selD1AB-Transkriptes.
M: DNA-GréRenstandard (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus)
0.4 PCR: PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA aus E. acidaminophilum
0,'2’ RT1: RT-PCR mit RNase-behandelter RNA aus E. acidaminophilum
RT2: RT-PCR mit inaktiver (hitzedenaturierter) Reverser Transkriptase
RT3: RT-PCR mit intakter RNA und aktiver Reverser Transkriptase
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3.3.4. Bestimmung von Transkriptions-Startpunkten mittels primer extension

Um die entsprechenden Transkriptions-Startpunkte zu identifizieren, wurden primer-extension-
Experimente mit Fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden aus dem Bereich der Gene selC, selD1, selB
und sel A durchgefihrt.

Der selC-spezifische Primer (SCEXT1) wurde so gewahlt, dass er an die variable Schleife der tRNA
bindet. Erwartungsgemal? ergab die Reaktion mit diesem Oligonukleotid ein sehr starkes Signal, welches
exakt mit dem 5'-Ende der postulierten tRNA-Sequenz tbereinstimmte (Abb. 7). Ein zweites, wesentlich
schwécheres Signal entsprach einem Guanin, welches 17 Nukleotide stromaufwarts der tRNA-Sequenz
lokalisiert war und offensichtlich das 5'-Ende des priméren Transkripts darstellt. In 5'-Richtung von
diesem Guanin, in einem Abstand von sieben Nukleotiden, befand sich eine mogliche —10-Region
(5°-TATAAT-3'), weitere 17 Nukleotide stromaufwaérts eine potentielle —35-Region (5'-TTGAAT-3'), 0
dass sich ein hoher Grad an Ubereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz (5'-TTGACA-17+1bp-
TATAAT-3) s”-abhéngiger E. coli-Promotoren (HARLEY and REYNOLDS, 1987) bzw. s”-abhéngiger
Bacillus subtilis-Promotoren (HELMANN, 1995) ergab. Auch die in Promotoren Gram-positiver
Organismen an den Positionen —18 bis —15 haufig auftretende Sequenz 5’ -TNTG-3' (GRAVES und
RABINOWITZ, 1986; HELMAN, 1995) konnte im entsprechenden Abstand stromaufwaérts des postulierten

Transkriptionsstarts von sel C identifiziert werden.

A
Ansatz mit Reverser Transkriptase
— Ansatz ohne Reverse Transkriptase
72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 [min]
— Adenin (A)
B — Cytosin (C)
— Guanin (G)
— Thymin (T)
— \7 AN N AN TN T K NSO N P —
74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 [min]
5’ TCTACT TTCTCTTGCTG TTATTATATCAT GCTTTTTTGATATT
3 IGTAGATGAGGGTTTAAGAGAACGACTTIAGTTTTGAATAATATIAGTATITCGAAAAAACTATAAGTIGGGT 5
selC +1 -10 -35

Abb. 7: Bestimmung des Transkriptions-Startpunktes des selC-Gens. Dargestellt sind die am A.L.F.™ -
Sequencer ermittelten Elutionszeiten der durch primer extension erhaltenen cDNA-Fragmente (A) sowie die mit
dem gleichen Primer durchgefiihrte Sequenzreaktion (B). Unterhalb dieser ist der komplementére, nicht-codierende
DNA-Strang angegeben, die Sequenz der Selenocystein-spezifischen tRNA (selC), der ermittelte Transkriptions-
Startpunkt (+1), die postulierte Promotorregion (-10/-35) und das TNTG-Motiv wurden gekennzeichnet.
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Mit einem selD1-spezifischen Primer (SD1EXT1) wurde ein Signal erhalten, das auf ein Thymin,
welches 25 Nukleotide stromaufwarts des entsprechenden Start-Codons lokalisiert war, a's Startpunkt des
Transkriptes schlieRen lie? (Abb. 8). In 5'-Richtung davon befand sich in einem Abstand von
sechs Nukleotiden als mogliche Promotorregion die Sequenz 5-TTTGCA-15,,-TATACT-3'. Die
Ubereinstimmung mit der —10-Region der Konsensus-Sequenz betrégt finf Basen, mit der —35-Region
sogar nur vier, und auch der Abstand zwischen diesen beiden Motiven ware fir einen Promotor nicht
optimal. Wie bel selC befand sich stromaufwérts der —10-Region, durch ein Nukleotid von dieser
getrennt, die oben erwahnte Sequenzfolge 5'-TNTG-3'.

A
Ansatz mit Reverser Transkriptase
— Ansatz ohne Reverse Transkriptase
10 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 [min]
B — Adenin (A)
— Cytosin (C)
— Guanin (G)
— Thymin (T)
\ ‘//\
™\ /A )
i \\ [ N
/ “{' /7 //\/\
SNNANAN NN\ A
10 112 114 [min]
5 CAT-14bp-AATTGACT TTTGAGTATAT TTATCTATCTG T TGATATAATAS
3'GTA-14bp-TTAACTGATTGTIGT AAACTCATATIAGTGTITAATAGATAGACGTTTITTATGTGAC TATATTATS
- -
selD +1 -10 357

Abb. 8 Bestimmung des Transkriptions-Startpunktes des selD1-Gens. Dargestellt ist die an A.L.F.™ -
Sequencer ermittelte Elutionszeit des durch primer extension synthetisierten cDNA-Fragments (A) sowie die mit
dem gleichen Primer durchgefiihrte Sequenzreaktion (B). Unterhalb dieser ist der komplementére, nicht-codierende
DNA-Strang angegeben, wobei der ermittelte Transkriptions-Startpunkt (+1), die postulierte Promotorregion (-10/-
35), das TNTG-Motiv sowie das Start-Codon von selD1 gekennzeichnet wurden.

Die primer extension mit einem selA-spezifischen Primer (PREXSA) ergab mehrere Signale, die
verschiedenen Nukleotiden innerhalb der intergenen Region zwischen selD1 und sel A entsprachen (Daten
nicht gezeigt). Von diesen konnte jedoch keines mit einem zweiten Primer (SAEXT2) bestétigt werden,
auch die Analyse der jeweils stromaufwarts lokalisierten Sequenzen nach moglichen —10- und
—35-Regionen ergab kein Ergebnis, welches eines dieser Signale eindeutig bevorzugen wirde. Eine
Bestimmung des Startpunktes des postulierten sel AB-Transkriptes war somit nicht méglich.

Die Reaktion mit einem Primer aus dem Bereich von selB (PREXSB) erbrachte keinen Hinweis auf einen

Transkriptions-Startpunkt direkt stromaufwaérts dieses Gens.



3. Experimente und Ergebnisse 52

In Abb. 9 sind die Ergebnisse hinsichtlich der Transkription der sel-Gene aus E. acidaminophilum
schematisch dargestellt.

0 1 2 3 4 5 kb
| I | I | I | I | | |
SD2v GSbh21 GS1527R GS3443R
> > - -
seD1 selA B selC ackA’
> >
~1,2kb ~0,1kb
>
~3,5kb

~4,7 kb -

Abb. 9: Transkription der Gene selD1, selA, selB und selC aus E. acidaminophilum. Nachgewiesene Transkripte
sind durch Pfeile unterhalb der entsprechenden Gene wiedergegeben. Pfeile oberhalb der Gene kennzeichnen die
Lage der fur RT-PCR-Reaktionen genutzten Primer. Mittels primer extension identifizierte Transkriptions-
Startpunkte bzw. Promotoren (P) sowie an Hand der DNA-Sequenz postulierte mRNA-Sekundarstrukturen (1), die
eine Rho-unabhéangige Termination der Transkription bewirken kénnten, sind ebenfalls angegeben.

3.4. Komplementation von E. coli-M utanten

Um einen Uberblick zu erhalten, inwiefern die Produkte der sel-Gene aus E. acidaminophilum auch in
E. cali aktiv sind bzw. mit den jeweils anderen Faktoren eines heterologen Systems korrekt interagieren,
wurde untersucht, ob der Defekt der E. coli-Mutanten fir selA (Stamm AH819), selB (WL81300) bzw.
selC (MN1) durch die entsprechenden Gene des Gram-positiven Organismus komplementiert wird. Dabel
sollte als Nachweis fiir einen in den jeweiligen Mutanten erfolgenden Selenocystein-Einbau die Aktivitat
des E. coli-eigenen Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H bestimmt und mit der eines Wildtyp-
Stammes (E. coli FM433) verglichen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktionalitéat der
Gene selA, selB und selC aus E. acidaminophilum in E. coli untersucht, entsprechende Experimente zur
Selenophosphat-Synthetase werden gegenwartig im Rahmen der Promotion von J. JAGER durchgefiihrt.
Da dieses Protein keine direkten Wechselwirkungen mit den anderen Faktoren, die fur den Selenocystein-
Einbau verantwortlich sind, eingeht, hat es fir die Aufklarung des entsprechenden Mechanismus

vermutlich keine Relevanz.
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3.4.1. Konstruktion von Plasmiden flir Komplementations-Experimente

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierte pUC18-Derivat pMEL1 tragt das vollstandige Gen der
Selenocystein-Synthase (selA), auferdem enthdlt es den 3'-Bereich (556 bp von 1044) des Gens der
Selenophosphat-Synthetase (selD1) sowie den 5’ -Bereich (794 bp von 1881) des Gens des Selenocystein-
spezifischen Elongationsfaktors SelB (selB). Das Plasmid pTN2, ebenfalls ein pUC18-Derivat, trégt die
kompletten Gene selB und selC (Selenocystein-spezifische tRNA) sowie einen erheblichen Teil des
3’ -Bereiches von selA (1077 bp von 1404). Die Transkriptionsrichtung aller genannten Gene ist
entgegengesetzt zu der des auf dem Vektor vorliegenden lacZ' -Gens.

Um ein Plasmid zu erhaten, welches zwar noch das selC-Gen aufweist, nicht aber selB, wurde ein
3,0 kb groRRes Pael (Sphl)-Fragment aus pTN2 entfernt, wobei eine Schnittstelle aus der stromaufwaérts
von selA’ liegenden multiple cloning site des Vektors (pUC18) stammte, die zweite befand sich direkt
stromabwarts von selB. Das nach Selbstligation des anderen Fragmentes (Vektor plus restliches Insert)
erhaltene Plasmid wurde mit pTN2P bezeichnet.

Zur Konstruktion eines Plasmids, welches selB enthélt, nicht aber selC, standen keine geeigneten
Schnittstellen zur Verfligung. Um selC zu entfernen, wurde eine Kpnl-Schnittstelle in das Gen eingefiihrt.
Direkt stromabwarts der innerhalb der tRNA-Sequenz (17 bp vom 5'-Ende entfernt) liegenden Nukleotide
5-GGT-3 wurde durch zielgerichtete Mutagenese die Sequenz 5’ -ACC-3' eingefligt, wodurch eine
Kpnl-Schnittstelle (5'-GGTACC-3') entstand. Zur Anwendung kam dabei die von WEINER et al. (1994)
beschriebene Methode: mit zwei zueinander vollsténdig komplement&ren Primern (MUKPNDN und
MUKPNUP), die in der Mitte die gewlnschte Mutation trugen, wurde mit pTN2 as Template eine
Polymerase-Reaktion durchgefiihrt. Anschlief3end erfolgte der Verdau der TemplateeDNA mit Dpnl,
einem Enzym, welches spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA schneidet. Nach Transformation
des Ansatzes in E. coli XL1-Blue MRF konnten die entsprechenden Plasmide mit der eingefligten
Schnittstelle isoliert werden; durch Kpnl-Verdau wurde anschlief3end ein 0,6 kb grofes Fragment, auf
dem der Uberwiegende Teil von selC lokalisiert war, entfernt. Die zweite Schnittstelle ssammte dabei aus
dem stromabwaérts des Inserts gelegenen Teil der multiple cloning site. Das aus Vektor plus restlichem
Insert bestehende zweite Fragment wurde einer Selbstligation unterzogen, das so gewonnene Plasmid
erhielt die Bezeichnung pTN2K.

Als ein weiteres Konstrukt sollte selC aus E. coli zusammen mit selB aus E. acidaminophilum auf ein
Plasmid gebracht werden. Zu diesem Zweck wurde mittels PCR (Primer SCECKPND und SCECKPNU)
ein 0,6 kb groRRes Fragment, welches das selC-Gen inklusive des postulierten Promotors enthielt
(LEINFELDER €t al., 1989a), von chromosomaler DNA aus E. coli FM433 amplifiziert und in die Kpnl-
Schnittstelle des Plasmids pTN2K ligiert. Von den erhaltenen Plasmiden wurde eines ausgewahlt, bel
denen das sel C-Gen die gleiche Transkriptionsrichtung aufwies wie selB aus E. acidaminophilum, dieses
Konstrukt wurde mit pTKSC13 bezeichnet. Abb. 10 zeigt schematisch die Konstruktion der verwendeten

Plasmide.
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Abb. 10: Konstruktion der Plasmide pTN2K, pTN2P und pTKSC13 aus pTN2. Schematisch dargestellt sind
jeweils Insert und Teile der urspriinglichen multiple cloning site (mcs) der verschiedenen pUC18-Derivate mit den
relevanten Schnittstellen fur Kpnl (K) und Pael (P). Die mittels Mutagenese eingefiigte Kpnl-Schnittstelle ist rot
markiert. Unvollstandige Gene wurden dunkelgrau, vollsténdige dagegen hellgrau gekennzeichnet. Das mittels PCR
von chromosomaler DNA aus E. coli amplifizierte Fragment des Konstruktes pTKSC13 ist blau hervorgehoben. Der
Vektor ist im Vergleich zu den Inserts nicht mal3stabsgerecht dargestellt.

3.4.2. Bestimmung der Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase H

Die verschiedenen E. coli-Mutanten wurden mit den oben genannten Plasmiden bzw. mit pUC18
transformiert und in TGY EP-Medium mit Na-Formiat (30 mM) sowie Na-Selenit und Na-Molybdat (je

1 nM) anaerob bis zu einer ODgy Von 0,8-1,2 kultiviert. Nach Aufschluss der geernteten Zellen mittels
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French-Press-Zelle wurde in dem so gewonnenen Rohextrakt die Aktivitét der Formiat-Dehydrogenase H
durch die Formiat-abhéngige Reduktion von Benzylviologen bestimmt. Die Messung erfolgte dabei
geringfligig modifiziert nach AXLEY et al. (1990). Nach Zugabe von Rohextrakt zum Benzylviologen-
enthaltenden Messpuffer wurde die Blindreaktion aufgenommen, bis diese entweder abgeklungen war
oder einen konstanten Wert annahm. Anschlief3end erfolgte der Start der Messung durch Zugabe von
Formiat. Es wurden mindestens funf verschiedenen Rohextraktmengen zwischen einem und 15 ni
eingesetzt, in diesem Bereich war die gemessene Enzymaktivitét proportional zum Extraktvolumen.
Dadie Ernte der Kulturen nicht exakt bei der gleichen OD erfolgte, sollte zundchst Uberprift werden, ob
innerhalb des Bereiches von 0,8 bis 1,2 die Zelldichte einen Einfluss auf die spezifische Enzymaktivitét
hat. Diese erwies sich jedoch fur pUC-transformierte Zellen des Wildtyp-Stammes E. coli FM433, die bei
drei verschiedenen ODgo-Werten (0,7; 1,0; 1,3) geerntet wurden, als konstant.

Anschlief?end wurde der EinfluR der Gene selA, selB und selC aus E. acidaminophilum auf den
Selenocystein-Einbau im Wildtyp-Stamm untersucht. Dazu wurde die Formiat-Dehydrogenase H-
Aktivitdt in Rohextrakten von E. coli FM433, der die Plasmide pUC18, pTN2, pME11, pTN2K oder
PTN2P enthielt, bestimmt (Tab. 9).

Tab. 9: Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase H in Rohextrakten verschiedener E. coli-Stdmme

E. coli-Stamm (Mutation) ~ Plasmid (E. acidaminophilum-Gene)* FDH,-Aktivitéat [U/mg)?
FM433 puUC18 10,6
PTN2 (selA', selB, selC, ackA’) 10,1
PTN2K (selA', selB, selC') 9.1
PTN2P (selC) 13,2
PMEL1 (selD1’, selA, selB)) 6.4
AHB819 (selA) pUC18 <0,1
PMEL1 (selD1’, selA, selB)) 53
MN1 (selC) pUC18 <0,1
PTN2 (selA', selB, selC, ackA’) 5.8
PTN2P (selC) 10,3
WL81300 (selB) pUC18 <0,1
PTN2 (selA', selB, selC, ackA’) 56
PTN2K (selA’, selB, selC') <0,1
PTN2P (selC) <0,1
PTKSC13 (selA', selB, selCeo) 07

* Unvollstandige Gene sind durch ein Apostroph gekennzeichnet, vollstandige dagegen fett hervorgehoben.
2Ein Unit entspricht dem Umsatz von 1 nmol Benzylviologen/min (AXLEY et al., 1991), wobei zu beachten ist, dass
pro Molekil Formiat zwei Molekile Benzylviologen reduziert werden.

Die Anwesenheit des Plasmids pTN2 (selBg,, selCg,) hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die
Enzymaktivitdt (95 % des Wertes der pUC18-transformierten Zellen). Dagegen fihrte das Plasmid
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pME11l (mit selA aus E. acidaminophilum) zu einer Verringerung der FDHy-Aktivitét auf 60 % der
Kontrolle mit pUC18. Das Konstrukt pTN2K (selBg,) fiihrte ebenfalls zu einer leichten Verringerung der
Enzymaktivitét (auf 86 %), pTN2P (sel Ce,) erhdhte diese hingegen um 25 %.

Die E. coli Mutanten AH819 (selA), WL81300 (selB) und MN1 (selC), transformiert mit pUC18, zeigten
keine nennenswerte Formiat-Dehydrogenase H-Aktivitdt. Mit pME11 wurde dagegen fir die selA-
Mutante eine Enzymaktivitéat von 50 % im Vergleich zum Wildtyp-Stamm E. coli FM433 (pUCL18)
gemessen. Die selC-Mutante zeigte eine deutliche FDHy-Aktivitét mit dem Plasmid pTN2 (55 % des
Wildtyps). Mit pTN2P, welches selC, nicht aber selB aus E. acidaminophilum enthielt, wurde sogar
anndhernd (zu 97 %) der Wert von E. coli FM 433 mit pUC18 erreicht. Dagegen lief3 sich der Defekt der
selB-Mutante durch ein Plasmid (pTN2K), welches das entsprechende Gen aus E. acidaminophilum trug,
nicht komplementieren, erst bei gleichzeitiger Anwesenheit von selC aus E. acidaminophilum (pTN2)
konnte eine nennenswerte Enzymaktivitét gemessen werden, diese betrug 53 % im Vergleich zum
Wildtyp. Wurde dagegen selC aus E. acidaminophilum durch das entsprechende Gen aus E. coli ersetzt
(Plasmid pTKSC13), konnte in Rohextrakten der selB-Mutante eine FDHy-Aktivitét von 7 % des
Wildtyps bestimmt werden.

3.5. Expression von SelB und SelB-Doménen von E. acidaminophilum in
E. coli

3.5.1. Expression als His-tag-Fusionspr oteine

Da hisher kein Transformationssystem fir E. acidaminophilum existiert und der Organismus deshalb
genetischen Manipulationen nicht zuganglich ist, sollte durch in-vitro-Untersuchungen geklért werden, ob
diein Abschnitt 3.1. vorgestellten mMRNA -Sekundérstrukturen eine Funktion als SECIS-Elemente haben.
Um die fir den Selenocystein-Einbau essentielle Bindung des Elongationsfaktors SelB an die
entsprechenden mRNA-Bereiche nachweisen zu kdnnen, sollten das E. acidaminophilum-Protein bzw.
dessen mRNA-bindenden, C-terminalen Doménen 4 (AS 359-627) und 4b (AS 494-627) as Histag-
Fusionsproteine in E. coli Uberproduziert und anschlieRend gereinigt werden. Die Fusion mit einem
6 His-Affinitdtstag wurde gewahlt, um durch dessen Metall-bindende Eigenschaften eine effektive
Reinigung der Proteine in einem Schritt zu ermdglichen. AulRerdem konnte in vivo gezeigt werden, dass
ein N-terminaler His-tag die Funktionalitét von E. coli-SelB nicht signifikant beeintréchtigte (KROMAYER
et al., 1996).
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3.5.1.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pQE30 und pT7-7

Als Expressionsvektor wurde pQE30 (Qiagen, Hilden) gewahlt, ein Ampicillin-Resistenz vermittelndes
low-copy-Plasmid mit ColE1l-Replikationsursprung. Das zu exprimierende Gen steht unter Kontrolle
eines Promotor-Operator-Elements, welches aus einem T5-Promotor und zwei lac-Operator-Sequenzen
besteht. Die heterologe Genexpression kann durch Zugabe von IPTG induziert werden.

Die entsprechenden Sequenzen fur SelB bzw. SelB-Doménen wurden durch PCR mit den 5 -Primern
SBEL1 (SelB), SBE359 (Domane 4) sowie SBE494 (Doméne 4b), jeweils kombiniert mit dem 3 -Primer
SBE627, amplifiziert. Als Template diente das Plasmid pTN2. Uber den 5 -Primer wurde dabei €ine
Enterokinase-Schnittstelle zwischen Histag und den SelB-Sequenzen eingefiigt. Die PCR-Fragmente
wurden nach Restriktionsverdau mit BamHI und Sall in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen
Expressionsvektor ligiert (Abb. 11A), die so erhatenen Plasmide erhielten die Bezeichnung pSBE1
(SelB), pSBE359 (SelB-Domaéne 4) und pSBE494 (SelB-Domaéne 4b).

Da die tRNA® méglicherweise eine stabilisierende Wirkung auf den Elongationsfaktor SelB ausiibt
(TORMAY et al., 1996), wurde mit den Primern SC5E und SC3E ein 0,6 kb grofRes Fragment mit
E. acidaminophilum-selC von pTN2 amplifiziert, mit Sall verdaut und in das mit dem gleichen Enzym
linearisierte Plasmid pSBEL kloniert. Das Konstrukt, in dem selC die gleiche Transkriptionsrichtung
aufwieswie selB, erhidt die Bezeichnung pSBSCEL

Fir die Uberproduktion des vollstandigen Elongationsfaktors wurde noch ein zweites Expressionssystem
gewahlt, bei dem das zu exprimierende Gen unter der Kontrolle eines T7-Promotors stand. Dazu wurde
mit den Primern ET7H und SBE627 sowie dem Plasmid pSBEL als Template das selB-Gen inklusive der
Sequenzen fir den Histag und die Enterokinase-Schnittstelle amplifiziert und nach Restriktionsverdau
mit Ndel und Sall in den gleichermal3en geschnittenen Vektor pT7-7 kloniert (Abb. 11B). Wie pQE30
vermittelt dieses Plasmid mit ColE1-Replikationsursprung eine Ampicillin-Resistenz. Das erhaltene
Konstrukt wurde mit pT7SBE3 bezeichnet.
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A
pQE30
BamHlI Sall
[RBI]-ATGAGAGGAT CGCATCACCAT CACCAT CAQGGAT COGCAT GOGAGCT CGGT ACCCOGAGT CGAGCT GCAGCCAAGCT TAATTAGCT GAC - [Ter]
M R G S/HHHHHHG S
s \
SBE627
5’ G@GATGL\CGL\TGL\CAAAATGAAGAATATAATAATAGGAAOG 3’ 3- CTTTTCGCCCAGGAAAGTAT -5’
G S DDDUDIKMEKNI I I G Tuiiriiiinaaaaia.. E K RV L -
Enterokinase  SelB
SBE359 SBE627
5’ —GOGGATCOGAT GACGAT GACAAGAAAAAACACAAGAGGT TTGAC -3’ 3'— CTTTTCGCCCAGGAAAGT ATACAGCTGCG-5'
G S DDDUDIKEKIKHKRF Duvviiirniiinnaiaia., E KRV L S -
Enterokinase ~ SelB Doméne 4
SBE494 SBEG27
5' —GOGGAT COGAT GACGAT GACAAAAAGAT TGAAGAAAATCTGGCT -3 3- CTTTTCGCCCAGGAAAGTAT -5’
G S DDDUDIKKI EENL Ao, E KRV L S
Enterokinase ~ SelB Doméne 4b
B
pT7-7
Ndel Sall
[RBS}-{CATATGGCTAGAAT TCGCGCCCGGGGATCCT TTCTAGAGT CGAGCT GCAGCCCAAGCT TAT CGAT-{Ter]
ET7H SBEG27
5' —GCTATTACATATGAGAGGATCGCATCACC-5 3'— CTTTTCGOCCAGGAAAGTATOCAGCTGOG-5'
MR G S H H..ooootii i E KRV L S -
H.-SelB

Abb. 11: Schematische Darstellung der verschiedenen SelB-Konstrukte in den Expressionsvektoren pQE30
(A) und pT7-7 (B). Angegeben ist die multiple cloning site der Vektoren sowie die Sequenz der Primer SBE1,
SBE359, SBE494, SBE627 und ET7H, mit denen die fir SelB bzw. die SelB-Doménen 4 und 4b codierenden DNA-
Abschnitte amplifiziert wurden. Die fur die Klonierung genutzten BamHI-, Sall- und Ndel-Schnittstellen sind
eingezeichnet, die relevanten Start- und Stopp-Codons wurden fett hervorgehoben, die SelB-Sequenzen
unterstrichen. Der 6 His-Affinitétstag ist grau unterlegt, eine Uber die 5-Primer eingefiigte Enterokinase-
Schnittstelle blau hervorgehoben. RBS = Ribosomen-Bindestelle, Ter = Transkriptions-Terminator.
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3.5.1.2. Expression und Reinigung

Die heterologe Expression von selB sowie dessen C-terminalen Bereichen erfolgte in E. coli M15,
welcher zusétzlich das Repressorplasmid pREP4 enthielt. Dieses low-copy-Plasmid trégt das lacl-Gen
und ist auf Grund seines pl5A-Replikationsursprungs kompatibel zu Plasmiden mit ColE1l-
Replikationsursprung wie pQE30. Durch den konstitutiv und in grofRer Menge exprimierten |ac-Repressor
wird eine strenge Kontrolle der Synthese des rekombinanten Proteins erreicht.

Die Produktion der drei Proteine in E. coli M15 wurde zuerst durch eine denaturierende Reinigung (in
Gegenwart von 8 M Harnstoff) im kleinen Maf3stab tiberpriift (rapid screening, s. 2.14.1.2.). Im Falle der
beiden SelB-Domanen konnten dabel in den Proben, die nach Induktion mit IPTG abgenommen wurden,
Ni**-bindende Proteine mit einer molekularen Masse von ca. 31 bzw. 16 kDa durch SDS-PAGE
nachgewiesen werden. Diese traten in den vor der Zugabe von IPTG entnommenen Proben bzw. in der
Kontrolle (E. coli M15 mit Vektor pQE30) nicht auf (Ergebnisse nicht gezeigt). Die beobachteten
Molekulargewichte stimmten mit den theoretischen, aus der DNA-Sequenz abgeleiteten (33 097 bzw.
17 417 Da) annahernd liberein. Die maximale Proteinmenge trat ca. 4 h nach Induktion auf. Im Gegensatz
dazu konnte in keinem der getesteten Klone eine Expression des vollstandigen Gens detektiert werden,
wobei Konstrukte mit und auch ohne selC aus E. acidaminophilum untersucht wurden. Auch eine
Verringerung der Anzucht-Temperatur auf 30 °C bzw. 20 °C fihrte nicht zu einer nachweisbaren
Produktion des Proteins.

Daraufhin wurde ein anderes Expressionssystem getestet, bei dem das selB-Gen unter der Kontrolle des
T7-Promotors des Vektors pT7-7 stand (s. 3.5.1.1.). Als Wirtsstamm kam E. coli BL21(DE3) zum
Einsatz, dieser enthdlt einen | -Prophagen (DE3) mit dem lacl-Gen und dem Gen der T7-RNA-
Polymerase, letzteres unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren lacUV5-Promotors. Um eine bessere
Kontrolle der heterologen Genexpression zu erreichen, wurde der oben genannte Stamm mit dem lacl-
tragenden Plasmid pREPA4 transformiert.

Analog zu den Versuchen mit den pQE30-Derivaten wurde die Produktion von SelB durch ein rapid
screening im kleinen MafRstab Uiberpriift (s. 2.14.1.2.). Erneut konnte jedoch kein Ni?*-bindendes Protein
der entsprechenden Grof3e detektiert werden.

Die Reinigung der SelB-Doméanen unter nativen Bedingungen erfolgte aus 200 ml Kulturvolumen, die4 h
nach der Induktion mit IPTG geerntet wurden. Die Zellen wurden durch Ultraschall-Behandlung
aufgeschlossen, die Bindung der rekombinanten Proteine an das Affinitatsmaterial (Ni%*-NTA-Agarose)
erfolgte im batch-Verfahren. Nach Uberfiihrung der Suspension in eine Leersiule wurden durch Waschen
mit 20 mM Imidazol im Puffer Proteine entfernt, die mit geringer Affinitét an die Ni**-NTA-Agarose
gebunden hatten; die Elution der Histag-Fusionsproteine erfolgte dagegen durch eine Imidazol-
Konzentration von 250 mM. Bei alen Chromatographie-Schritten wurde unter Gravitationsfluss

gearbeitet. Da die Elutionsfraktionen bei beiden SelB-Doménen noch stark mit anderen Proteinen
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verunreinigt waren, wurde ein weiterer Reinigungsschritt (ber eine MonoQ-Séule (ein starker Anionen-
Austauscher) durchgefiihrt. Dazu wurden die Protein-haltigen Fraktionen der Affinitétsreinigung
vereinigt, zum Entfernen von Salzen und Imidazol dialysiert und auf die Saule aufgebracht. Die Elution
erfolgte durch einen kontinuierlichen KCl-Gradienten, die zu reinigenden Proteine eluierten bei ca
250 mM (Domaéne 4) bzw. 200 mM KCI (Domane 4b). Nach Dialyse gegen Lagerpuffer wurden die
gereinigten Proteine bei —20 °C aufbewahrt. Aus 200 ml Kulturvolumen konnten ca. 0,7 mg von Doméne

4 und 0,25 mg von Doméne 4b isoliert werden. Abb. 12 zeigt den Verlauf der durchgefiihrten

Reinigungen.
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Abb. 12: Reinigung der in E. coli M 15 exprimierten SelB-Domaénen 4 (A) und 4b (B) von E. acidaminophilum
als Histag-Fusionsprotein. Die Proben wurden in einem 12,5 %igen (A) bzw. 15 %igen (B) SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Férbung sichtbar gemacht. M: Marker (MW-SDS-
70L, Sigma, Taufkirchen), ni: SDS-Lysat von Zellen vor der Induktion, i: SDS-Lysat von Zellen nach Induktion mit
IPTG, E: Eluat der Affinitatschromatographie mit Ni%*-NTA-Agarose (2 ng), Q: Eluat der MonoQ-Séule (2 ng)

Da fir beide Proteine eine geringe Abweichung zwischen dem theoretischen, an Hand der Sequenz
bestimmten Molekulargewicht und dem in der SDS-PAGE beobachteten auftrat (s. 0.), wurde die Masse
der gereinigten Proteine ber MALDI-MS bestimmt. Damit sollte sichergestellt werden, dass kein C-
terminal verkirztes Protein vorlag, z. B. in Folge eines Abbruchs der Trandation an einem der in selB
und anderen Genen aus E. acidaminophilum in hoher Anzahl auftretenden, in E. coli jedoch sehr selten
genutzten Arginin-Codons AGG und AGA (ROSENBERG et al., 1993). Aulierdem galt es auszuschlief3en,
dass eine Inkorporation von Lysin (misreading) mit hoher Frequenz an diesen Tripletts stattfindet
(SEETHARAM €t al., 1988). Fir Doméane 4 wurde ein Molekulargewicht von 33 147 Da bestimmt, fir
Domane 4b dagegen 17 418 Da (K. P. RUCKNAGEL, persdnliche Mitteilung), diese Daten zeigten eine

gute Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten (s. 0.).
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3.5.2. Expression als Strep-tag | I -Fusionsproteine

Da die Expression der Domanen 4 und 4b des Elongationsfaktors SelB as His-tag-Fusionsprotein keine
effektive Reinigung in einem Schritt ermdéglichte, sollte ein weiteres, Strep-tag |l-basierendes
Expressions- und Reinigungssystem getestet werden. Strep-tag Il ist ein aus acht Aminosauren
bestehendes Peptid, welches N- oder C-terminal mit Proteinen fusioniert werden kann und eine hohe
Affinitét zu StrepTactin (ein durch Mutagenese erzeugtes Streptavidin-Derivat) aufweist (SCHMIDT et al.,
1996; Voss und SKERRA, 1997). Durch die hohe Spezifitét dieser Interaktion wéare eventuell auch bel
sehr geringen Expressionsraten eine effektive Reinigung von SelB mdglich, was einen weiteren Grund fur

den Wechsel des Expressionssystems darstellte.

3.5.2.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA7

Der verwendete Vektor pASK-IBAS erlaubt eine N-terminale Fusion des zu exprimierenden Proteins mit
dem Strep-tag 11. Das klonierte Gen steht unter Kontrolle der Promotor-Operator-Region des tetA-Gens,
durch das ebenfalls auf dem Vektor vorliegende, konstitutiv exprimierte Gen des tet-Repressors wird eine
strenge Regulation der Genexpression erreicht. Induziert wird diese durch Anhydrotetracyclin in
geringen, nicht antibiotisch wirksamen K onzentrationen.

Durch PCR mit den 5'-Primern STG5V (SelB), STG5VD4 (Doméane 4) und STG5VD4B (Doméne 4b),
kombiniert mit dem 3'-Primer STG5H und dem Plasmid pTN2 als Template wurden die entsprechenden
Bereiche des selB-Gens amplifiziert und nach Verdau mit Bsal in den ebenfalls mit diesem
Restriktionsenzym  geschnittenen Vektor ligiert (Abb. 13A). Da Bsal aul’erhalb seiner
Erkennungssequenz schneidet, konnen verschiedene 5'-Uberhdnge entstehen, so dass die Orientierung
des PCR-Fragmentes im Vektor festgelegt ist. Die so konstruierten Plasmide wurden mit pSBST5-1
(SelB), pSBD4-3 (Doméne 4) und pSBDB4-6 (Domaéne 4b) bezeichnet.

Das Gen fur SelB wurde auferdem in den Vektor pASK-IBA7 kloniert (Abb. 13B), wobe zur
Amplifikation der 5 -Primer EXPV7SB (zusammen mit dem 3'-Primer STG5H) zur Anwendung kam,
das Konstrukt erhielt die Bezeichnung pSBST7-3. Der Vektor pASK-IBA7 bietet die Moglichkeit, das N-
terminale Affinitatspeptid Uber eine Factor Xa-Schnittstelle abzuspalten, ansonsten ist er identisch mit
PASK-IBAS.
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A
pASK-IBAS5
Bsal Bsal
[RBS}- ATGGCTAGCT GGAGCCACCCGCAGT TCGAAAAAGGCGCAGAGACG. . . . - . . . . Nopoovoeenn [GGTCTQTGATATCTAACTAAGCTT-[Ter]
M A S WS HUP QF E K G A
Srep-tag 1
STG5V STG5H
5' —~CGACGAGGT CTOCGCGCCAAGAATATAATAATAGGAACGG-3' 3’ - TTTTCGCCCAGGAAAGTATCACTATACT CTGGAGCAGC-5’
R A K NI | 1 G T.......0iiiiii.. E K RV L S -
SeB
STG5VD4 STG5H
5’ —~CGACGAGGT CTOGGCGCCCCAAAAAAACACAAGAGGT TTG-3' 3’ - TTTTCGCCCAGGAAAGTATCACTATACT CTGGAGCAGC-5’
G A P K K HIKIRF......o.o........ E K RV L S -
SelB Doméne 4
STG5vD4B STG5H
5’ —~CGACGAGGT CTOGGCGCCAAGAT TGAAGAAAATCTGGCTTC-3’ 3’ - TTTTCGCCCAGGAAAGTATCACTATACT CTGGAGCAGC-5’
G A K I E E N L A................ E K RV L S -
SelB Domane 4b
B
pASK-IBA7
Bsal Bsal
[RBS}-ATGGCTAGCT GGAGCCACCCGCAGT TCGAAAAAAT CGAAGGGOGCOGAGACT, - . . N, . ... [GGTCTGQTGATATCTAACTAAGCTT-[Te]
M A S WSHUPQFEKI E GR
Srep-tag 11 Factor Xa
EXPV7SB STG5H
5’ —CGACGAGGT CTOGGCGCAAGAATATAATAATAGGAACGGCAG-3' 3' - TTTTCGCCCAGGAAAGTATCACTATGCTCTGGAGCAGC-5'
R R K N 1T I 1 G T A.............. E K RV L S -
SelB

Abb. 13: Schematische Darstellung der verschiedenen SelB-Konstrukte in den Expressionsvektoren pASK-
IBAS5 (A) und pASK-1BA7 (B). Angegeben ist die multiple cloning site der Vektoren sowie die Sequenz der Primer
STG5V, STG5VD4, STG5VD4B, STG5H und EXPV7SB, mit denen die fir SelB bzw. die SelB-Doméanen 4 und 4b
codierenden DNA-Abschnitte amplifiziert wurden. Die Erkennungssequenzen der fir die Klonierung genutzten
Bsal-Schnittstellen sind eingerahmt, der nach dem Restriktionsverdau entstehende 5'-Uberhang ist doppelt
unterstrichen. Die relevanten Start- und Stopp-Codons wurden fett hervorgehoben, die SelB-Sequenzen
unterstrichen. Die Sequenz des Strep-tag |1 ist grau unterlegt, die Factor Xa-Schnittstelle des Vektors pASK-IBA7
blau hervorgehoben. RBS = Ribosomen-Bindestelle, Ter = Transkriptions-Terminator.
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3.5.2.2. Expression und Reinigung

Fir die heterologe Synthese von SelB sowie der SelB-Doménen 4 und 4b as Srep-tag |1-Fusion wurde
zunéchst der Stamm E. coli BL21(DE3) verwendet, der zusétzlich das Plasmid pUBS520 (BRINKMANN et
al., 1989) enthielt. Dieses von pACY C177 abgeleitete Plasmid tragt das dnaY-Gen (argU) der in E. coli
seltenen tRNAZ"; diese erkennt die Codons AGA und AGG. Durch seinen p15A-Replikationsursprung ist
pUBS520 kompatibel zu den Vektoren pASK-IBAS und pASK-IBA7 (Col E1-Replikationsursprung). Der
im Chromosom des Wirtsstammes integrierte Bacteriophage DE3, welcher das Gen der T7-RNA-
Polymerase trégt, ist fur die Expression in diesem Falle ohne Bedeutung, da der tetA-Promotor der
verwendeten Expressionsvektoren durch die E. coli-RNA-Polymerase erkannt wird.

Zur Analyse der Expression wurden die entsprechenden Klone im kleinen Mal3stab (20 ml) in LB
angezogen, der tet-Promotor mit Anhydrotetracyclin induziert und 1 h sowie 3 h danach eine Probe
abgenommen. Die Identifizierung der rekombinanten Proteine erfolgte durch Western-Blot-Nachweis des
Srep-tag mittels StrepTactin-HRP-K onjugat. Fur beide SelB-Doméanen wurden in den nach der Induktion
abgenommen Proben entsprechende Proteine von ca. 31 bzw. 16 kDa detektiert, in den nicht-induzierten
Proben bzw. in der Kontrolle (Vektor ohne Insert) wurde kein Signal erhalten (Ergebnisse nicht gezeigt).
Eine Synthese von SelB konnte hingegen in keinem der untersuchten Klone beobachtet werden.

Ein weiterer Versuch, selB nachweisbar zu exprimieren, wurde mit einem reicheren Medium (2" LB) in
Verbindung mit dem Wirtsstamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL unternommen. Dieser speziell fir
die Uberproduktion von Proteinen aus Organismen mit niedrigem G+C-Gehalt geeignete Stamm enthélt
auf einem pACY C184-Derivat die Gene argu (dnaY), ileY und leuw, welche fir drei in E. coli nur in
geringer Anzahl vorhandene tRNA-Spezies codieren: tRNA,™ (erkennt die Codons AGA und AGG),
tRNA'Z'e (Codon AUA) sowie tRNAgeu (Codons CUA und CUG). Unter diesen Bedingungen erfolgte eine

sichtbare Expression von SelB, in Western-Blots wurde nun bei alen getesteten Klonen ein Protein von
ca. 70 kDa nachgewiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass
der Einfluss von 2 LB (statt LB) vergleichsweise gering ausfiel, so dass offensichtlich die Limitierung
einer oder mehrerer der genannten tRNAs dafir verantwortlich war, dass SelB in anderen E. coli-

Stdmmen nicht in ausreichender Menge produziert wurde. Die tRNA4Arg kann nicht der entscheidende

Faktor gewesen sein, da in vorangegangenen Versuchen das Plasmid pUBS520, welches ebenfalls das
entsprechende Gen trégt, hinsichtlich der Expression von selB keinen sichtbaren Effekt hatte (s. 0.).
Tab. 10 zeigt, mit welcher Frequenz die Codons CUA und AUA, welche von den beiden anderen in
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL Uberproduzierten tRNA-Spezies erkannt werden, einerseits in Genen
von E. coli und andererseits in selB aus E. acidaminophilum auftreten. Das Triplett CUG ist hier nicht

aufgefiihrt, da es nicht nur von der tRNAge“, sondern auch von der tRNAkeu gelesen wird.
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Tab. 10: Nutzung der Codons CUA und AUA in E. acidaminophilum-selB

Codon E. coli-K12-Genom sel Bg, (Codons 1-627) sel Bg, (Codons 358—627)2
(1363 279 Codons) *
Anzahl [%0] Anzahl [%0] Anzahl (%]

CUA (Leu) 5316 0,39 3 0,48 1 0,37

AUA (lle) 5967 0,44 49 7,81 16 5,93

" Quelle: E. coli codon usage table (http://bioinformatics.weizmann.ac.il:3456/kegg/codon_table/codon_eco.html)
2 entspricht Doméane 4

Wahrend hinsichtlich der Verwendung des Leucin-Codons CUA kein signifikanter Unterschied zwischen
dem E. coli-Genom und dem selB-Gen aus E. acidaminophilum festgestellt werden konnte, wird das
Isoleucin-Codon AUA in letzterem mit ca. 18-fach héherer Frequenz as in einem durchschnittlichen
E. coli-Gen genutzt. Im Gegensatz zum vollstandigen Protein wurde jedoch die Domane 4 des
Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum auch ohne die gleichzeitige Uberxpression der drei genannten
tRNA-Gene in ausreichender Menge in E. coli synthetisiert, obwohl das Triplett AUA in dem
entsprechenden Teil von selB mit anndhernd gleicher Haufigkeit auftritt wie im gesamten Gen.
Entscheidend fir die geringe Expressionsrate von sel B kdnnte jedoch die Tatsache sein, dass direkt am N-
Terminus des Proteins (Aminoséuren 4-6) drei Isoleucin-Reste, die alle durch das Triplett AUA codiert
werden, direkt hintereinander auftreten.

Im Gegensatz zum vollstandigen Protein konnte fir die SelB-Doméanen 4 und 4b keine signifikante
Erhohung der Expressionsrate im Stamm E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL festgestellt werden,
weshalb weiterhin mit E. coli BL21(DE3) mit pUBS520 gearbeitet wurde, SelB hingegen wurde in E. coli
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL Uberproduziert.

Die Reinigung der Proteine erfolgte unter nativen Bedingungen. Aus je 1 | Kulturvolumen wurden die
Zdlen 3 h nach Induktion mit Anhydrotetracyclin geerntet und mit Hilfe einer French-Presse
aufgeschlossen. Nach dem Auftragen des Rohextraktes auf eine StrepTactin-Affinitatssiule wurden nicht
gebundene Proteine durch Waschen mit dem Aufschlusspuffer entfernt, die Elution gebundener Proteine
erfolgte durch 25 mM Desthiobiotin im Puffer. Bel alen Schritten wurde unter Gravitationsfluss
gearbeitet. Im Gegensatz zu den einzelnen Domanen, die in nahezu homogener Form erhalten werden
konnten, eluierte SelB stets mit einer grofien Anzahl kontaminierender Proteine. Um diese zu entfernen,
erfolgte analog zur Isolierung der Histag-Fusionen (s. 3.5.1.2.) ein weiterer Reinigungsschritt Uber eine
MonoQ-Saule, wobei SelB bei einer KCI-Konzentration von ca. 0,58 M eluierte. Allerdings wurde damit
nur eine geringe Verbesserung der Reinheit erzielt. Auch eine Erhdhung der lonenstarke in den fir die
Affinitats-Chromatographie verwendeten Puffern (Zusatz von bis zu 1 M NaCl oder NH,CI) fiihrte nicht
Zu einer deutlich besseren Abtrennung kontaminierender Proteine. Abb. 14 zeigt das Ergebnis der

Reinigung von SelB und SelB-Domanen.
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Abb. 14: Reinigung der in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL bzw. E. coli BL21(DE3)-pUBS520 exprimierten
Proteine SelB (A), SelB-Doméne 4 (B) und SelB-Doméne 4b (C) von E. acidaminophilum als Strep-tag-I1-
Fusionsprotein. Die Proben wurden in einem 12,5 %igen (A und B) bzw. 15 %igen (C) SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Féarbung sichtbar gemacht. M: Molekulargewichtsmarker, ni: SDS-
Lysat von Zellen vor der Induktion, i: SDS-Lysat von Zellen nach Induktion mit IPTG, A: Eluat der
Affinitétschromatographie mit StrepTactin-Sepharose (A: 1,5 ng, B und C: 2 nmg), Q: Eluat der MonoQ-Séule (1,5
ng)

Mittels MALDI-MS wurde fir das gereinigte SelB ein Molekulargewicht von ca. 72,5 kDa bestimmt
(A. SCHIERHORN, personliche Mitteilung), der aus der Sequenz abgeleitete theoretische Wert betrug
72 322 Da. Nach Dialyse gegen Lagerpuffer erfolgte die Aufbewahrung der Proteine bei —20 °C. Aus je
einem Liter Kulturvolumen wurden 2,1 mg SelB, 2,4 mg Doméane 4 und 1,1 mg Domane 4b isoliert,
dlerdings wurde vor allem bel der Reinigung des vollstandigen Proteins die Bindungskapazitét der
StrepTactin-Affinitétsséule deutlich Gberschritten, so dass vermutlich wesentlich hdhere Ertrdge moglich
sind.

Zur Abspaltung des Strep-tag |1 (nach Expression des selB-Gens vom Vektor pASK-IBA7) wurde das
Protein wie oben beschrieben Uber eine StrepTactin-Affinitdtssdule gereinigt, gegen Reaktionspuffer
dialysiert und mit Biotin-markiertem Faktor Xa versetzt. Nach der Entfernung der Protease mittels
Streptavidin-Gel und der Abtrennung nicht gespaltener Fusionsproteine durch erneute Chromatographie
an StrepTactin-Affinitdtsmateria erfolgte wie im Falle des nicht spaltbaren, vom Vektor pASK-IBA5S
exprimierten Fusionsproteins eine weitere Reinigung Uber eine MonoQ-Sdule. Da im SDS
Polyacrylamidgel kein Unterschied zum unbehandelten Protein festzustellen war, wurde erneut das
Molekulargewicht durch MALDI-MS-Analyse bestimmt, dabei wurde ein Wert von ca. 70,9 kDa
ermittelt (A. SCHIERHORN, personliche Mitteilung), das an Hand der Sequenz kalkulierte
Molekulargewicht betrug 70 864 Da.



3. Experimente und Ergebnisse 66

3.6. Gdretardations-Experimente mit SelB und SelB-Doménen aus
E. acidaminophilum

Unter Verwendung der gereinigten Proteine (SelB als Strep-tag |1-Fusionsprotein, SelB-Doméanen 4 und
4b als Srep-tag |1- und als His-tag-Fusionsproteine) sollte untersucht werden, ob in vitro eine spezifische
Bindung des Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum an die postulierten SECIS-Elemente
verschiedener Selenoprotein-mRNAS (s. 3.1.) erfolgt.

Zu diesem Zweck wurden fir die Gene grdB1 (Selenoprotein B der Glycin-Reduktase), prxU (Seleno-
Peroxiredoxin) und selD1 (Selenophosphat-Synthetase) RNA-Fragmente hergestellt, die im wesentlichen
die unter 3.1. aufgefiihrten Strukturen umfassen sollten. Diese RNAs wurden durch in-vitro-Transkription
mit T7-RNA-Polymerase synthetisiert, wobei die zuerst von MILLIGAN et al. (1987) beschriebene
Methode zur Anwendung kam: ein 18 Nukleotide umfassendes Oligonukleotid (PRO1IVT), welches den
Promotor der T7-RNA-Polymerase représentiert, wurde mit einem Template-Strang (GRDBI1IVT,
PXIVT57, SD11VT54), der die komplementaren Sequenzen zum Promotor und zur herzustellenden RNA
enthdlt, hybridisiert. Von dem so entstandenen, partiell doppelstrangigen DNA-Fragment erfolgte dann
die RNA-Synthese nach WYATT et al. (1991); die Transkripte erhielten die Bezeichnung GB53 (grdB1l),
PU57 (prxU) und SD54 (selD1). Zusétzlich wurde von alen drei RNA-Fragmenten unter Verwendung
der Oligonukleotide GB1IVTM1, PXIVTM1 und SD1IVTM1 as Template eine mutierte Version
synthetisiert (GB53M1, PU57M1 und SD54M1), bei der jeweils zwei Basen in der Schleife der
postulierten Haarnadel struktur ausgetauscht waren (Abb. 15).
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Abb. 15: Postulierte Strukturen der in Gelretardations-Experimenten mit SelB und SelB-Doménen
eingesetzten Transkripte. Durch Pfeile sind die ausgetauschten Basen in den als Kontrolle synthetisierten,
mutierten Versionen gekennzeichnet. Die mit kleinen Buchstaben dargestellten Basen der Transkripte fur grdB1 und
prxU wurden angeftigt, um eine hthere Effizienz der in-vitro-Transkription zu erreichen.

Die hergestellten mRNA-Fragmente wurden am 5'-Ende dephosphoryliert, mit [*2P]-Phosphat markiert
und in Gelretardations-Experimenten mit den gereinigten Proteinen eingesetzt, wobei eine Vielzahl
verschiedener Puffersysteme (s. 2.17., Tab. 7) getestet wurden. Um eine unspezifische Interaktion von
Proteinen und RNA zu unterdriicken, wurde allen Ansitzen jeweils ein 100-facher molarer Uberschuss an
Gesamt-tRNA aus Hefe zugegeben. Je 1 pmol markiertes Transkript wurde mit unterschiedlichen Mengen
Protein versetzt, nach entsprechender Inkubation erfolgte die Auftrennung in einem nativen
Polyacrylamidgel.

Unter keiner der getesteten Bedingungen konnte eine Bindung der SelB-Doménen 4 und 4b an die
verschiedenen Transkripte beobachtet werden, wobel sowohl die His-tag- als auch die Strep-tag I1-
Fusionsproteine untersucht wurden. Das Strep-tag 11-Fusionsprotein von SelB dagegen bildete Komplexe
mit den eingesetzten RNA-Fragmenten der Gene grdB1, prxU und (in deutlich geringerem Mal?) auch
selD1. Bel einer Zugabe von Rinderserum-Albumin (BSA) wurde hingegen keine Retention der RNA
beobachtet. In alen Puffersystemen entstanden bevorzugt Aggregate, die nicht in die Gelmatrix einliefen
sondern in den Taschen prézipitierten. Nur bei den Systemen mit 40 mM Tris/Acetat, pH 7,0 oder
0,5 TBE, pH 8,3 as Ge- und Laufpuffer migrierten signifikante Mengen des Komplexes ins Gel
(Abb. 16). Auch durch die Zugabe von 0,5 mM GTP zu Gelmatrix und Laufpuffer konnte die Lédlichkeit

der Komplexe nicht erhtht werden.
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Eine Interaktion von SelB mit den eingesetzten Transkripten war nur bei sehr hohem molaren Uberschuss
an Protein zu beobachten. Zudem konnte jeweils kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp-
RNAs und den Fragmenten mit einer Anderung von zwei Basen in der Schleife der Haarnadel struktur
festgestellt werden. Auch eine Abspaltung des Strep-tag ||l vom SelB-Fusionsprotein hatte keinen
Einfluss auf das Ergebnis der Versuche. Eine spezifische Bindung von SelB an die postulierten mRNA-

Sekundéarstrukturen der drei untersuchten Gene konnte deshalb aus den durchgeftihrten Gelretardations-

Experimenten nicht ohne weiteres abgel eitet werden.

grdBl
SelB [pmol]
Komplex —
Transkript —
prxu

SelB [pmol]

Komplex —

Transkript —

Fortsetzung néachste Seite

01 4164080
-

GB53-Transkript

0 14 164080

PUS57-Transkript

0 1 4164080
 e—

GB53M1-Transkript

0 14 164080
| —

PU57M 1-Transkript
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selD1
SelB [pmol] 0 1 4 164080 0 1 4 164080
- [ |

Komplex —
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Abb. 16: Gelretar dations-Experimente mit SelB aus E. acidaminophilum (Strep-tag | 1-Fusionspr otein). Jeweils
1 pmol *P-markiertes Transkript wurde mit den angegebenen Mengen SelB in Bindungspuffer (40 mM Tris’HCI,
pH 7,6; 50 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 2 mM DTT; 0,5 mM GTP; 10 % Glycerin) inkubiert und in einem nativen,
4.5 %igen Polyacrylamidgel in 0,5" TBE, pH 8,3 aufgetrennt.

3.7. Synthese von E. acidaminophilum-Selenoproteinen in E. coli

In Komplementationsversuchen mit der selB-Mutante E. coli WL81300 konnte gezeigt werden, dass der
Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum in E. coli aktiv ist (s. 3.4.). Deshalb
sollte untersucht werden, ob sich eine Coexpression von E. acidaminophilum-selB positiv auf die
heterologe Expression von Selenoprotein-codierenden Genen aus diesem Organismus in E. coli auswirkt.
Dadurch wiirde sich die Moglichkeit ergeben, die vermutete Interaktion von SelB mit den entsprechenden

MRNA -Strukturen in vivo zu studieren (wenn auch nicht in E. acidaminophilum selbst).

3.7.1. Heterologe Expression der GenegrdB1, prxU und selD1in E. coli

Zunéchst wurde untersucht, in welchem Mal2e die entsprechenden Genprodukte in E. coli synthetisiert
werden, ohne dass eine zusétzliche Expression von selB aus E. acidaminophilum erfolgt. Dazu wurden
die bereits auf den Expressionsvektoren pASK-IBA3 (grdBl und prxU) und pASK-IBA5 (selD1)
vorliegenden C- bzw. N-terminalen Strep-tag |1-Fusionen verwendet. Von allen drei Fusionsproteinen
exigtierte auch eine Cystein-Mutante, bei welcher das Selenocystein-codierende TGA durch ein TGC-
Codon ersetzt war. Die Plasmide fir Wildtyp und Cystein-Mutante wurden freundlicherweise von
M. REUTER (pIBA3B, pIBA3MBU), T. PARTHER (pPRXU, pPRXU47C) sowie J. JAGER (pSDIN,
pMUD15) zur Verfligung gestellt.
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Die Expression der drei Gene wurde sowohl in E. coli XL1-Blue MRF as auch in der selB-Mutante
E. coli WL81300 untersucht; letztere ist nicht in der Lage, Selenocystein spezifisch in Proteine
einzubauen. Zellen, welche die genannten Expressionsplasmide enthielten, wurden im kleinen Mal3stab
(20 ml) in LB-Medium in Gegenwart von 1 mM Na-Selenit angezogen. Vor der Induktion der Synthese
der heterologen Proteine mittels Anhydrotetracyclin  (AHT) sowie nach 1- bzw. 3-stindiger
Inkubationszeit wurden Proben entnommen, die Zell-Lysate in einer SDS-PAGE aufgetrennt und die
Polypeptide anschliefend auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der Nachweis der Strep-tag Il-
Fusionsproteine erfolgte mittels StrepTactin-Peroxidase-Konjugat. Das Ergebnis dieser Versuche ist in
Abb. 17 dargestél|t.

grdBl E. coli XL 1-Blue MRF E. coli WL 81300
TGC TGA TGC TGA
kDa ni i1 i3 ni i1 i3 ni_ il i3 ni i1 i3
66 —
45— -. — — — e ~— GrdB
36—
- ‘ —
29— o (i3
24 —
20—
prxU E. coli XL1-Blue MRF’ E. coli WL 81300
TGC TGA TGC TGA
kDa ni i1 i3 ni i1 i3 Nl i3 ni i1 i3
66 —
45 —
36 —
29 —|
247 aaaEm —a ;aase —e — PrxU
20—

Fortsetzung nachste Seite
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selD1 E. coli XL1-Blue MRF E. coli WL81300
TGC TGA TGC TGA
kDa ni i1 i3 ni i1 i3 ni il i3 ni il i3
66 —
45—
36— -y — — ~— SelD
29—
24—
20—

Abb. 17: Western-Blot-Nachweis der in E. coli produzierten Selenoproteine aus E. acidaminophilum. SDS-
Lysate ganzer Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (12,5 %)
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Heterolog exprimierte Proteine wurden mit Hilfe von
StrepTactin-Peroxidase-Konjugat nachgewiesen. TGC: Cystein-Mutante, TGA: Wildtyp, ni: Zellen vor Induktion,
il: Zéelen nach 1 h Induktion mit AHT, i3: Zellen nach 3 h Induktion mit AHT. Von den grdB1- und selD1-
exprimierenden Zellen wurde im Vergleich zum prxU-Ansatz die vierfache Lysat-Menge aufgetragen.

Far grdB1 (Wildtyp) konnte in E. coli XL1-Blue MRF' die Synthese des entsprechenden Genproduktes
nachgewiesen werden; die mit der Cystein-Mutante Ubereinstimmende Grof3e des Proteins sowie die
Lokalisation des hier detektierten Strep-tag 11 am C-Terminus des Polypeptids lief3en auf ein (zumindest
partielles) Durchlesen des UGA-Codons schlief3en. Eine Expression wurde auch in der selB-Mutante
E. coli WL81300 beobachtet, allerdings in deutlich geringerem Mal3e. Da aber auch die Cystein-Mutante
in diesem Stamm in wesentlich geringerer Menge alsin E. coli XL1-Blue MRF' exprimiert wurde, konnte
nicht gefolgert werden, dass die deutlich hthere Expressionsrate des Wildtyp-Proteins in E. coli XL1-
Blue MRF' auf den Einbau von Selenocystein zurlickzufthren ist. Dennoch sollte die Méglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass E. coli-SelB die fur grdB1 postulierte mRNA-Struktur erkennt. Neben
dem grdB1-Genprodukt wurden auch Proteine mit einer Gréflze von ca. 30 kDa und ca. 33 kDa mittels
StrepTactin-Peroxidase-Konjugat detektiert. Diese Banden beschrieb auch REUTER (2000) bei der
heterologen Expression und Reinigung von Selenoprotein B als C-terminale Srep-tag |l-Fusion;
vermutlich handelt es sich um Abbauprodukte oder Proteine, die auf einen internen Startpunkt der
Trandlation zuriickgehen.

Das Gen prxU (Wildtyp) wurde sowohl in E. coli XL1-Blue MRF' als auch E. coli WL81300 in relativ
hohem Mal3e exprimiert. Ein Unterschied zwischen beiden Stdmmen war kaum feststellbar und auch die
Differenz zur Cystein-Mutante war hier geringer ausgepragt als bei grdBl. Offensichtlich wurde das
Selenocystein-codierende UGA in prxU in beiden Stammen unter den gegebenen Bedingungen in hohem
Mal%e durchgelesen. Wahrscheinlich erfolgte eine starke Suppression (z. B. durch die Insertion von
Tryptophan), da zumindest fur E. coli WL81300 in Folge des selB-Defektes ein spezifischer Einbau von
Selenocystein auszuschlief3en war. Wie bei grdB1 bestand jedoch die Mdglichkeit, das zumindest ein Teil

desin E. coli XL1-Blue MRF synthetisierten Proteins diese Aminosaure enthielt.
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Fir selD1 konnte weder in E. coli XL1-Blue MRF noch in E. coli WL81300 eine Expression des
Wildtyp-Gens nachgewiesen werden, allerdings wurde auch die Cystein-Mutante in deutlich geringerer

Menge produziert als das bei grdB1 und prxU der Fall war.

3.7.2. Konstruktion von Plasmiden zur Coexpression von selB und selC

Um eine Coexpression von selB und selC aus E. acidaminophilum zu ermdglichen, wurden drei
verschiedene Konstrukte (pASBC4, pATSC53 und pATSS25) mit diesen beiden Genen hergestellt.
Durch die (nachfolgend beschriebene) unterschiedliche Klonierung sollten Plasmide mit verschiedener
sel B-Expressionsrate generiert werden, da die Stéchiometrie der Komponenten, die an der Bildung des
aus SelB, GTP, Selenocysteyl-tRNA®* und mRNA bestehenden quaterndren Komplexes beteiligt sind,
einen grofen Einfluss auf die Effizienz des Prozesses hat (TORMAY et al., 1996).

Die Konstruktion des Plasmids pASBC4 erfolgte durch Ligation eines 2,4 kb grofRen PCR-Fragments,
welches die Gene salB (inklusive Ribosomen-Bindestelle) und selC aus E. acidaminophilum enthielt, in
die BamHI- und Sall-Schnittstellen des Vektors pACYC184 (Abb. 18). Die Amplifikation des
entsprechenden Bereichs erfolgte vom Plasmid pTN2 unter Verwendung der Primer SBSCDN und
SBSCUP. In pASBC4 steht selB aus E. acidaminophilum unter der Kontrolle des Promotors des
Tetracyclin-Resistenzgens. Der Vektor pACY C184 wurde verwendet, da er auf Grund seines p15A-
Replikationsursprungs kompatibel zu den hier genutzten Expressionsvektoren mit ColEl-
Replikationsursprung ist.

Das Plasmid pATSC53 enthielt das gesamte Insert von pTN2 (mit den Genen 'selA, selB, selC und
ackA'), kloniert in die Sall- und Clal-Schnittstellen von pACYC184 (Abb. 18). Im Gegensatz zu
pPASBC4 wiesen die Gene selB und selC hier nicht die gleiche Transkriptionsrichtung wie das
Tetracyclin-Resistenzgen auf. Um ein solches Konstrukt herzustellen, war es notwendig, in pTN2 eine
Clal-Schnittstelle einzufiihren. Das geschah im stromabwarts von selC gelegenen Teil der multiple
cloning site des Vektors pUC18, indem durch zielgerichtete Mutagenese mit den Primern MUCLADN
und MUCLAUP vor der bereits vorhandenen Sequenz 5'-GAT-3' (Position 224-226 im Vektor) die
Basenfolge 5'-ATC-3' eingefugt wurde, wodurch die gewtnschte Erkennungssequenz fir Clal
(5-ATCGAT-3') entstand. Die fir die Klonierung verwendete Sall-Schnittstelle in pTN2 gehdrte zum
stromaufwarts von sel A’ gelegenen Teil der multiple cloning site des Vektors.

Auch pATSS25 enthielt das gesamte Insert des Plasmids pTN2, allerdings lagen wie bei pASBC4 die
Gene selB und selC in Transkriptionsrichtung des Tetracyclin-Resistenzgens (Abb. 18). In dieses wurde
durch zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer MUSACDN und MUSACUP eine Sacl-
Schnittstelle eingefligt, wobei nach dem oben beschriebenen Schema vorgegangen wurde: direkt
stromaufwaérts der bereits existierenden Sequenz 5'-CTC-3' (Position 2723-2725 im Vektor pACY C184)
wurden die Nukleotide 5-GAG-3' inseriert, dadurch ergab sich die Sacl-Erkennungssequenz
5'-GAGCTC-3'. Die Isolierung des zu klonierenden Inserts erfolgte durch Verdau von pTN2 mit Sall und
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Sacl, unter Verwendung der Schnittstellen, die sich stromaufwarts von sel A’ bzw. stromabwarts von selC
in der multiple cloning site des Vektors befanden. Das entstandene Fragment wurde anschlief3end in das

mit den gleichen Enzymen geschnittene pACY C184-Derivat ligiert.

pACYC184

(4,2 kb)

PATSS25 2 T PATSC53 o

ackA' selC selB ‘selA o ‘selA selB selC  ackA’
pASBC4
4 +
selC selB

Abb. 18: Konstruktion der Plasmide pASBC4, pATSS25 und pATSC53. Die verschiedenen, in den Vektor
PACY C184 eingefuigten Fragmente sind schematisch dargestellt. Die fur die Klonierung verwendeten Restriktions-
Schnittstellen des Vektors sind angegeben, die durch Mutagenese eingefligten Schnittstellen fur Sacl und Clal
wurden rot hervorgehoben. Unvollstandige Gene sind dunkelgrau, vollstandige dagegen hellgrau angegeben. Braune
Rechtecke kennzeichnen Teile der multiple cloning site des Vektors. Dieser ist im Vergleich zu den Inserts nicht
mal3stabsgerecht dargestellt.

Die Bindung der Sekundérstruktur einer Selenoprotein-codierenden mRNA erfolgt allein durch die SelB-
Domaéne 4b, wahrend den Doménen 1-3 die Funktion von EF-Tu (Bindung von GTP und Selenocysteyl-
tRNAS®, Interaktion mit dem Ribosom) zukommt. Auf Grund dieser Funktionstrennung sollte es méglich
sein, Hybridproteine aus dem C-terminalem Teil von E. acidaminophilum-SelB und den N-terminalen
Bereichen von E. coli-SelB zu konstruieren, welche sowohl die SECIS-Elemente des Gram-positiven
Organismus erkennen, als auch effektiv mit E. coli-Ribosomen interagieren.

Insgesamt wurden vier verschiedene Hybride hergestellt, wobei die Fusion der beiden Proteine einmal am
Ubergang zwischen den Doménen 2 und 3, einmal am Ubergang zwischen den Domanen 3 und 4 sowie

jeweils kurz vor und kurz nach dem Beginn von Doméne 4b erfolgte (Abb. 19).
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Doménel
Sel B_Ea MKNI | | GT AGHI DHGKTTLI KALTGKEFDRLKEEKKRGI SI DLGFTNFDLPSGKRAGI VDVPGHEKFI KNI\/LAGVHGIVDL 80

Sel B_Ec --- M I ATAGI-I\/DI—KEKTTLLQN TG/NADRLPEEKKRG\/H'I DLGYAYV\PQDDGRVPGFI DVPGI-iEKFLSNM_AGVGGI DH 7

o] [e] e} o] [e] e} e} o]
Sel B_Ea VLLVVSADEGVMPQTI EHLEI LNLLDI KKGLI VI TKADTVDTDFKELVKEDVMEKLEGTFLENADI VEVDSI SGTG KEL 160
Sel B_Ec ALLVVACDDGVMAQTREHLAI LQL TGNPMLTVAL TKADRVDEARVDEVERQVKEVLREYGFAEAKLFI TAATEGRGVDAL 157
o [e] o o [e] o o e}

Doméne 2
Sel B_Ea TEEI DRLTDEVEDKNI DANPRLSI DRVFSI KGFGT V\/TGT LI EGKM\ILDDDM\/I YPGEI KTKI RSLQJHGESQ(I AYACIQ 240

Sel B_Ec REHLLQ_PER- - EHASQ—ISFRLAI DRAFTVKGAG_V\/'I'GT ALSGEVKVGJSLV\LTGVNKPIVRVRAL HAQ\IQDTETANAGQ 235

o Domane 3,
Sel B_Ea RVAI NLA- N\/R\/EEI ERGDVLAKPNSN@SMVI DVKLKLI KNLDRGLRYV\DRI RLYHGAKEI LGRVAFLDREELAPGEEC 319

SelB Ec Rl ALNI AGDAEKEQ NRGDVL_L ADVPPEPFTRVI VELQT- -- HTPLTQ/‘QDLHI HHAASH\/TGRVSLL -------- EDN 303
pFRGCM 1

Doméne 4
Sel B_Ea FCQ RLEDTI VAKKDDRFVI RYYSPM TVGGGAI | DTNP- KKHKRFDEDV— - LSSLNIVKES— GDPQ:WEENI RTNSKDY 395

Sel B_Ec LAELVFDTPLV\LADNDRLVLRDI SARNTLAGARVVNLNPPRRGKRKPEYLQ/\LASLARAQSDADALSVHLERGAVNLADF 383
pFNPCMl

o O e} e} ¢} e} &)
Sel B_Ea PVLKEI AKSLGENEDI VLENI KGLVASGRVI Di NGT Yl HL EHYDRL RQ(I CSTL EEFHKSNRL KRGNL KEELRSRVESKL 475
Sel B_Ec AV\ARQ_N— -- GEGIVRELL(X} PGY | QAGYSL LNAPVAA ————— RV‘Q?KI LDTLATYHEQ—IRDEPGPGRERLR RI\/AL PM 452

° pFLRCM2 °
Domane 4b

Sel B_Ea KSKDFDI LL ER\/AADKEI KI EENLASI SSFSVKFSIZSDI KI RQEI EDTI R(X;‘GFSPEQ DVI TG ERSEYI Q\/FESM\/ 552

Sel B_Ec EDEALVL L L I EKNRESGDI HSHHGWLHL PDHKAGFSEE(X:AI V‘Q(AEPL FGDEPV\W/RDLAKETGT DEQAI\/RLTL RQAAQ 532
[e] o] ] o] o] o] e}
pFFSCM9

e} e} o] a e] e] o]
Sel B_Ea GETLVRVSEDTVFHKEI YEKAL DL L RDHVQKNGEI TLAEFRDM GASRKYAM_LLEDFDRKRI TRRI GEKRVLS- - - - - - 626

Sel B_Ec QG | TAI VKDRYYRNDRI VEFANM RDLDQECGSTCAADFRDRLGVGRKLAI QI LEYFDRI GFTRRRGNDHLLRDALLFP 612
o] o] (o) ] o] o] o] (o)

SelB Ea -- 626

Sel B_Ec EK 614

Abb. 19: Lokalisation der Fusionen zwischen E. acidaminophilum-SelB und E. coli-SelB. Identische
Aminosduren beider Sequenzen sind durch Doppel punkte markiert. Die Bereiche, an denen eine Fusion der beiden
Proteine erfolgte, sind grau unterlegt. N-terminal der gekennzeichneten Stellen bestehen die jeweiligen
Fusionsproteine aus der E. coli-Sequenz, C-terminal davon hingegen aus der E. acidaminophilum-Sequenz. Der
Beginn der verschiedenen SelB-Doméanen (nach KROMAYER et al., 1996) ist ebenfalls angegeben.

Zur Konstruktion der verschiedenen SelB-Hybride wurden die zu fusionierenden Bereiche mittels PCR
amplifiziert. Die vier E. coli-Fragmente wurden unter Verwendung der Primer FUSECRGD, FUSECNP,
FUSECLR und FUSECFS, jeweils kombiniert mit FUSECNTER, hergestellt. Als Template diente
chromosomale DNA von E. coli FM433. Die Synthese der entsprechenden E. acidaminophilum-
Sequenzen erfolgte mit pTN2 als Template sowie den Primern FUSEARGD und FUSEANP, kombiniert
mit FUSEACTER1 bzw. den Primern FUSEALR und FUSEAFS, kombiniert mit FUSEACTER2. Durch
diese Primer wurden an den Enden der PCR-Fragmente Bsal- bzw. BsmBI-Schnittstellen so eingefiihrt,
dass nach dem Restriktionsverdau stromaufwarts des N-Terminus von SelB (E. coli-Fragmente) ein
BamHI-kompatibler und stromabwérts des C-Terminus (E. acidaminophilum-Fragmente) ein Sall-
kompatibler 5 -Uberhang entsteht, wiahrend die anderen Enden der PCR-Produkte nach Verdau mit Bsal
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bzw. BsmBI jewells paarweise (E. coli-Fragment plus E. acidaminophhilum-Fragment) miteinander ligiert
werden konnten (Abb. 20). Vereinfacht wurde dabel die Generierung der gewiinschten kohéasiven Enden
dadurch, dass die genannten Enzyme auRerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden, die problemlose
Ligation von je einem E. coli- und einem E. acidaminophilum-PCR-Produkt war durch die Wahl der
Fusionspunkte an homologen Bereichen, in denen beide SelB-Sequenzen in mindestens zwei aufeinander

folgenden Aminosauren Ubereinstimmten, gewahrleistet.

FUSECNTER Ligation pACY C184 (BamHl) Ligation ‘selB,, FUSECLR

Bsal t t Bsal
5’ - CGACGAGGT CTOGGATCOGGT TTTTGGAGATGTTGTTGA- 3’ 3’ - GACCCGOGCT TGCAGACGCTCTCTGGAGCAGE: 5°

5 - CGGTTTTTGGAGATGTTGTTGAAATGATTATT. . .. .. . .. OCTGGGEOGCGAACGTGTGEEA- 3'
RBS VI P GRER
SelB E. coli (AS 1-446)

FUSEALR Ligation selB', Ligation pACYC184 (Sall)  TUSEACTER2

Bsal t { Bsal
5’ - CGACGAGGTCTCCTGOGCTCAAGAGT TGAGAG: 3’ 3’ - GGAAAGTATCOGTACGT CAGCTGCTCTGGAGCAGE: 5°

5’ - OTGEGECTCAAGAGTTGAGAGCAAGTTA. . . . . . . . . AAGCGGGTCCTTTCATAGGCATGCAGTC: 3
S RV ESK.L K RV L S

SelB E. acidaminophilum (AS 467-626)

Abb. 20: Klonierung der SelB-Fusionen (Beispiel pFLRCM2). Angegeben ist die Sequenz der Primer
FUSECNTER, FUSEACTER2, FUSECLR und FUSEALR, mit denen die entsprechenden Abschnitte von selB aus
E. coli und aus E. acidaminophilum amplifiziert wurden. Die Erkennungssequenzen der fur die Klonierung
genutzten Bsal-Schnittstellen sind eingerahmt, der nach dem Restriktionsverdau entstehende 5'-Uberhang ist
unterstrichen. Die Sequenz, an der die Ligation der beiden Fragmente erfolgte, ist grau unterlegt, die entsprechenden
Aminosduren blau hervorgehoben. Relevante Start- und Stopp-Codons sowie die Ribosomen-Bindestelle (RBS)
wurden fett hervorgehoben.

Nach dem Restriktionsverdau wurden die jeweils passenden Fragmente zusammen in BamHI- und Sall-
geschnittenen Vektor pACYC184 ligiert. Anschliefend wurde ein 0,5 kB grof3es, mit den Primern
SBSCDN3 und SBSCUP von pTN2 amplifiziertes PCR-Fragment, welches sel C aus E. acidaminophilum
enthielt, in die Sall-Schnittstelle dieser Plasmide eingefiigt. Die Konstrukte, in denen selC die gleiche
Transkriptionsrichtung wie selB aufwies, wurden mit pFRGCM 1, pFNPCM 1, pFLRCM?2 und pFFSCM9
bezeichnet. Analog zu pASBC4 (vgl. Abb. 18) steht selB unter der Kontrolle des tet-Promotors des
Vektors pACY C184.

Die Plasmide mit den verschiedenen sel B-Fusionsgenen und selC aus E. acidaminophilum wurden ebenso
wie die Konstrukte pASBC4, pATSC53 und pATSS25 auf Komplementation des Defektes der selB-
Mutante E. coli WL81300 getestet. Dies geschah wie unter 3.4.2. beschrieben durch Bestimmung der
Aktivitdt des Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H im Rohextrakt. Die ermittelten Werte sind in
Tab. 11 angegeben.
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Tab. 11: Aktivitat der Formiat-Dehydrogenase H in Rohextrakten von E. coli WL 81300

Plasmid E. acidaminophilum-Gene'/ sel B-Transkriptionsrichtung FDHy-Aktivitdt [U/mg] 2
pACY C184 - <0,1
pASBC4 selB, selC / identisch zu tet-Gen 53
pATSC53 "selA, selB, selC, ackA' / entgegengesetzt zu tet-Gen 55
pPATSS25 'sel A, selB, selC, ackA’ / identisch zu tet-Gen 3,5
pFRGCM1 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1
pFNPCM 1 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1
pFLRCM2 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1
pFFSCM9 selB (Hybrid), selC / identisch zu tet-Gen <0,1

! Unvollstandige Gene sind durch ein Apostroph gekennzeichnet.
2Ein Unit entspricht dem Umsatz von 1 nmol Benzylviologen/min.

Die Plasmide pATSC53 und pASBC4 komplementierten den Defekt der selB-Mutante mit anndhernd
gleicher Effizienz wie pTN2 (s. 3.4.2, Tab. 9), und auch pATSS25 fihrte zur einer deutlichen
Wiederherstellung der FDHy-Aktivitéat. Fir weitere Untersuchungen wurde pASBC4 ausgewdhlt, da es
auf Grund seiner geringeren GrofRe effektiver transformiert werden konnte als pATSC53. Von den
konstruierten selB-Hybridgenen war keines in der Lage, den Defekt der Mutante E. coli WL81300 zu

komplementieren.

3.7.3. Heterologe Expression von grdB1, prxU und selD1 in Gegenwart von selB und selC
aus E. acidaminophilum

Zellen von E. coli XL1-Blue MRF sowie E. coli WL81300, welche die Expressionsplasmide pIBA3B,
pPRXU oder pSDIN (s. 3.7.1.) enthielten, wurden mit dem Plasmid pASBC4 bzw. dem Vektor
pACY C184 transformiert. Anzucht der Zellen und Nachweis der Srep-tag |1-Fusionsproteine erfolgten
wie unter 3.7.1. beschrieben, alerdings wurde nur nach 3-stiindiger Induktion mit AHT eine Probe
entnommen.

Fir ale drei Selenoprotein-Gene konnte durch die Prasenz des Plasmids pASBC4 mit den Genen selB
und selC aus E. acidaminophilum eine Steigerung der Expressionsrate im Vergleich zur Kontrolle
(Expressionsplasmid plus Vektor pACY C184) festgestellt werden, das galt sowohl fir E. coli XL1-Blue
MRF' als auch fir die selB-Mutante E. coli WL81300 (Abb. 21). Im Falle von selD1 wurde sogar
Uberhaupt erst in Gegenwart der beiden sel-Gene aus E. acidaminophilum eine Expression des Wildtyps

in E. coli nachgewiesen (vgl. 3.7.1., Abb. 17).
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E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli E. coli
XL1-Blue MRF WL81300 XL1-Blue MRF WL 81300 XL1-Blue MRF WL81300
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Abb. 21: Western-Blot-Nachweis der in E. coli exprimierten Selenoproteine aus E. acidaminophilum. SDS-
Lysate AHT-induzierter Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie entweder den Vektor pACY C184
(-selBCgy) oder pASBC4 (+selBCg,) als zweites Plasmid enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (12,5 %)
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Heterolog exprimierte Proteine wurden mit Hilfe von
StreptTactin-Peroxidase-Konjugat nachgewiesen (Pfeil). Von den grdB1- und selD1-exprimierenden Zellen wurde
im Vergleich zum prxU-Ansatz die vierfache Lysat-Menge aufgetragen.

3.7.4. Nachweis einer I nkorporation von Selenocystein durch in-vivo-Markierung mit °Se

An Hand der durchgefiihrten Western-Blots konnte nicht ausgeschlossen werden, dass E. coli-SelB in der
Lageist, Selenocystein in die Produkte der hier untersuchten Gene grdB1, prxU und selD1 einzubauen. In
weiteren Versuchen wurde deshalb die Expression in E. coli XL1-Blue MRF' bzw. E. coli WL81300 in
Gegenwart von [ Se]-Selenit im Medium durchgefuihrt. Auf diese Weise sollte aulRerdem gezeigt werden,
dass die Erhthung der Expressionsrate der drei Selenprotein-codierenden Gene durch selB und selC aus
E. acidaminophilum tatsachlich auf die Inkorporation von Selenocystein zurtickzuftihren war.

Die Anzucht der Zellen, die neben dem entsprechenden Expressionsplasmid entweder pASBC4 oder
PACY C184 als zweites Plasmid enthielten, erfolgte in LB-Medium, das zusétzlich mit Cystein (30 ng/ml)
versetzt wurde, um einen unspezifischen Einbau von Selen in Proteine Uber den Weg der Cystein-
Biosynthese zu unterdriicken (MULLER et al., 1997). Unmittelbar vor Induktion der heterologen
Genexpression mit AHT wurde [Se]-Selenit (Endkonzentration 2 nM; 0,3 nCi/ml) zugegeben. Nach
1-stundiger und nach 3-stindiger Induktion wurden Zellen geerntet, mit LB gewaschen und in SDS
Probenpuffer aufgenommen, die so erhaltenen Lysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

Nach Expression in E. coli XL1-Blue MRF' zeigte das Autoradiogramm (Abb. 22) fir ale drei Gene eine
»Se-markierte Bande der erwarteten GroRe (grdB1: ~ 48 kDa, prxU: ~23 kDa, selD1: ~37 kDa), wenn
mittels pASBC4 eine Coexpression von selB und selC aus E. acidaminophilum erfolgte. Ohne diese
beiden Gene, d. h. nur in Gegenwart des E. coli-eigenen, Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors

und der entsprechenden tRNA wurde fir grdB1 sowie prxU nur eine sehr schwach markierte Bande der
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entsprechenden Groéfle detektiert, im Vergleich zum Ansatz mit pASBC4 betrug deren Intensitét
(kalkuliert mit dem Programm IMAGEQUANT) lediglich ca. 0,5 % (grdB1) bzw. 1 % (prxU). Unter den
gegebenen Bedingungen erfolgte somit durch die entsprechenden E. coli-Faktoren allein kein effektiver

Einbau von Selenocystein in die drei untersuchten Selenoproteine aus E. acidaminophilum.
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Abb. 22: Autoradiographie einer “Se-Markierung der in E. coli exprimierten Selenoproteine aus
E. acidaminophilum. SDS-Lysate AHT-induzierter Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie den
Vektor pACY C184 (-selBCg) bzw. das Plasmid pASBC4 (+selBCg,) enthielten, wurden in einem 13 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. il: Zellen nach 1 h Induktion mit AHT, i3: Zellen nach 3 h Induktion mit AHT. Die
rekombinanten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Die Expression von grdB1, prxU und selD1 in der selB-Mutante E. coli WL81300 fihrte zu ghnlichen
Ergebnissen: eine Markierung der Proteine erfolgte nur in Gegenwart von pASBCA4. In diesem Fall
konnte die beobachtete Inkorporation von Selen alein dem Elongationsfaktor aus
E. acidaminophilum zugeschrieben werden, da ein Beitrag von E. coli-SelB auszuschlief3en war. Sowohl
in E. coli XL1-Blue MRF als auch in E. coli WL81300 stieg in Gegenwart von pASBC4 die Intensitét
der Selen-markierten Proteinbanden in der Reihenfolge selD1<<grdB<prxU an. Dabei muss allerdings
darauf hingewiesen werden, dass sich die Expressionsraten der Cystein-Mutanten der drei Proteine
ahnlich verhielten (s. 3.7.1., Abb. 17).

3.8. Einfluss von Mutationen der putativen SECIS-Elemente auf die
heter ologe Selenopr otein-Synthese

3.8.1. Einfiihrung von Mutationen in die postulierten mRNA-Sekundér strukturen

Um die Bedeutung der stromabwaérts des UGA-Codons postulierten mRNA-Sekundarstrukturen flr den
Einbau von Selenocystein in die Genprodukte von grdB1, prxU und selD1 zu kl&ren, wurden durch
Zielgerichtete Mutatgenese verschiedene Veranderungen in der entsprechenden Region eingefiihrt
(Abb. 23). Als Template dienten dabei die auf den Expressionsplasmiden pIBA3B, pPRXU bzw. pSD1N
vorliegenden Strep-tag |l-Fusionen der Gene. Die Auswirkungen auf die Proteinsequenz sollten
maoglichst gering bleiben, um Faktoren zu minimieren, die nicht unmittelbar mit der Effizienz der
Selenocystein-Inkorporation verbunden sind, aber Einfluss auf die Detektion der "“Se-markierten
Genprodukte haben kdnnen (wie z. B. unterschiedliche Stabilitét von Wildtyp- und Mutanten-Proteinen).
In der Schleife der apikalen Haarnadel struktur wurden unter Verwendung der Primerpaare GB1LP1D und
GB1LP1U, PXULP1D und PXULP1U sowie SD1LP1D und SD1LP1U jeweils zwei benachbarte
Nukleotide verédndert (Mutante ML; vgl. 3.6., Abb. 15). Im Falle von grdB resultierte daraus die
Umwandlung eines Glycin-Codonsin ein Alanin-Cadon, fir die Genprodukte von prxU bzw. selD1 ergab
sich der Austausch von Valin gegen Leucin bzw. Aspartat gegen Asparagin.

Des Weiteren wurden mit Hilfe der Primerpaare GB1SMSSD und GB1SMSSU, PXUSMSSD und
PXUSMSSU sowie SD1SMPGD und SD1SMPGU Mutanten hergestellt, in denen drei aufeinander
folgende Nuklectide im Stamm der apikalen Haarnadel struktur verandert waren, so dass mindestens drei
Basenpaarungen nicht mehr ausgebildet werden konnten (Mutante MS). Fur grdB und prxU war das
maoglich, ohne die entsprechende Aminosaure-Sequenz zu verandern, da jeweils ein Serin-Codon durch
ein synonymes Triplett ersetzt wurde, fir das Genprodukt von selD1 resultierte die Mutation in dem
Austausch von Prolin gegen Glycin. Diese Varianten wurden als Template fur eine weitere Mutagenese
mit den Primerpaaren GB1SSRPD und GB1SSRPU, PXUSSRPD und PXUSSRPU bzw. SD1PGRPD
und SD1PGRPU eingesetzt. Dabel wurden auf der anderen ’Seite’ des Stammes jeweils die Nukleotide,

die urspringlich im Wildtyp mit den nun veranderten Basen gepaart waren, so verdndert, dass eine
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Basenpaarung an den entsprechenden Positionen erneut méglich sein sollte. In diesem Falle ergaben sich
alerdings schwerwiegendere Anderungen in den entsprechenden Proteinsequenzen: Austausch von

Arginin gegen Alanin (grdB), von Glutamat gegen Leucin (prxU) bzw. von Leucin gegen Phenylalanin

und Alanin gegen Arginin (selD1).

Wildtyp Mutante MS Mutante ML Mutante MR
grdBl GGy GGy cCA GGy
C-G C-G C-G C-G
GC GC G-C G-C
U-A U-A U-A U-A
A-U A A A-U -
G-C G G G-C -
5-UGA N, A-U-3 5-UGAN,A C3 5-UGAN, A-U-3 5-UGA N, G-C-3
Gly (357) — Ala Arg (355) — Ala
rxu
p AG UU AG UU CC UU AG UU
C-G C-G C-G C-G
G-C GC G-C G-C
A-U cu A-U -
C-G G G C-G -
U-A A A U-A
5-UGA N, U-A-3 5-UGA N, U-A-3 5-UGA N, U-A-3 5-UGA N, U-A-3
Val (55) — Leu Glu (57) — Leu
seib1 GCa GCa AR A GCa
A-U A-U A-U A-U
G-U G-U G-U G-U
A-U A-U A-U A-U
C-G G G C-G -
C-G G G C-G -
G-C cC C G-C -
5-UGAN,G-C-3 5-UGAN,G-C3 5-UGA N, G-C-3 5-UGA N,G-C-3

Pro (24) — Gly

Asp (26) — Asn

Pro (24) — Gly

Leu (27) — Phe
Ala(28) — Arg

Abb. 23: Innerhalb der putativen SECIS-Elemente von grdB, prxU und selD1 eingefiihrte Mutationen.
Dargestellt ist jeweils der apikale Teil der postulierten mRNA-Sekundarstrukturen. Anderungen in der Schieife
(Mutante ML) sowie auf einer ' Seite’ des Stammes (Mutante MS) der Haarnadel struktur wurden rot, Mutationen auf
beiden ' Seiten’ des Stammes unter Beibehaltung der Basenpaarung (Mutante MR) dagegen griin hervorgehoben.
Die resultierenden Veranderungen auf Aminosaure-Ebene sind unterhalb der jeweiligen Struktur angegeben.

3.8.2. Inkorporation von Selenocystein in die Produkte der mutierten Gene

Die verschiedenen Varianten von grdB1, prxU und selD1 wurden in der selB-Mutante E. coli WL81300
in Gegenwart von selB und selC aus E. acidaminophilum (auf dem Plasmid pASBC4) in [°Se]-Selenit-
enthaltendem Medium exprimiert. Zellanzucht, Induktion der Genexpression und Zellernte wurden wie
unter 3.7.4. beschrieben durchgefiihrt. Die Analyse der markierten Makromolekiile erfolgte mittels SDS-
PAGE und anschlief3ender Autoradiographie (Abb. 24).
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Abb. 24: Autoradiographie einer Se-Markierung der in E. coli WL81300 exprimierten Selenoprotein-
Mutanten aus E. acidaminophilum. SDS-Lysate ganzer Zellen, die das entsprechende Expressionsplasmid sowie
das Plasmid pASBC4 (+selBCg,) enthielten, wurden in einem 13 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. WT:
Wildtyp der Selenoprotein-Gene, MS, ML, MR: Mutationen in den putativen SECIS-Elementen der Selenoprotein-
Gene. Die rekombinanten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Um die Menge an Selen, die in die verschiedenen Mutanten inkorporiert war, in Relation zum jeweiligen
Wildtyp setzen zu konnen, wurde die Intensitdt der Signale des Autoradiogramms mit Hilfe des
Programms IMAGEQUANT verglichen. Zur Bestétigung der so erhaltenen Daten erfolgte ein zweites
Markierungsexperiment wie oben beschrieben. Die SDS-Lysate der induzierten Zellen wurden ebenfalls
durch SDS-PAGE aufgetrennt, die entsprechenden Banden ausgeschnitten und deren Radioaktivitét am
Szintillationszahler erfasst. Die ermittelten Werte sind in Tab. 12 zusammengefasst.

Tab. 12: Inkorporation von Selen in die Genprodukte ver schiedener grdB1-, prxU- und selD1-Varianten

Gen Variante (Plasmid) Inkorporation von "Se, [%] des Wildtyps, ermittelt mit:
IMAGEQUANT Szintillationszéhler
grdBl1 Wildtyp (pIBA3B) 100 100
Mutante MS (pGBMSL11) 12 7
Mutante ML (pGBML2) 23 15
Mutante MR (pGBMR3) 116 94
prxuU Wildtyp (pPRXU) 100 100
Mutante MS (pPUMSL) 43 46
Mutante ML (pPUML2) 56 56
Mutante MR (pPUMR3) 91 85
<Dl Wildtyp  (pSDIN) 100 100
MutanteMS (pSDMSL11) 11 8
Mutante ML (pSDML2) 25 36

Mutante MR (pSDMR1) 69 59
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Die eingefihrten Mutationen hatten einen deutlichen Einfluss auf die Inkorporation von Selen in die
entsprechenden Proteine. Der Austausch von drel aufeinander folgenden Nuklectiden im Stamm der
postulierten Haarnadel struktur der mRNAs von grdB1 und prxU1 (Mutante MS) reduzierte die Synthese
der Selen-markierten Proteine auf etwa ein Zehntel, im Falle von prxU war der Effekt allerdings deutlich
geringer (Rickgang auf 43-46 %). Wenn eine Paarung dieser drei Nukleotide durch die entsprechende
Veranderung der gegeniiber liegenden Basen wieder ermoglicht wurde (Mutante MR), fuhrte das fir
prxU und selD1 zur teilweisen Wiederherstellung der Selen-Inkorporation (85-91 % bzw. 59-69 %
markiertes Protein im Vergleich zum Wildtyp). Im Falle von grdB vermittelte die so verdnderte Struktur
den Einbau von Selenocystein mit gleicher, moglicherweise sogar hoherer Effizienz als das Wildtyp-
Element (94 bzw. 116 %). Die Verdnderung von jeweils zwei Basen in der Schleife der postulierten
Struktur (Mutante ML) reduzierte ebenfalls in alen drei Fallen deutlich die Inkorporation von Selen in
die entsprechenden Proteine, wobei erneut fir prxU (56 % Selen-markiertes Genprodukt im Vergleich
zum Wildtyp) ein geringerer Effekt beobachtet wurde als fur grdB1 (15-23 %) oder selD1 (25-36 %).

3.9. Die Effizienz der Inkorporation von Selenocystein in die Genprodukte
von grdB1, prxU und selD1

Ein direkter Vergleich der Effizienz des Selenocystein-Einbaus an Hand der Markierung der
entsprechenden Proteine mit Selen war durch die unterschiedlichen Expressionsraten der drei Gene
(auch der Cystein-Mutanten) in E. coli erschwert (s. 3.7.1.) Zudem zeigten die entsprechenden
Expressionskulturen ein stark abweichendes Wachstumsverhalten. Wahrend im Falle von grdB und prxU
die ODgy nach Induktion der heterologen Genexpression mittels AHT nahezu konstant blieb, waren kaum
Auswirkungen auf das Wachstum der selD1-exprimierenden Zellen feststellbar. Zu erwahnen ist auch,
dass selD1 auf einem pASK-IBAS5-Derivat (N-terminaler Srep-tag 11) vorlag, die beiden anderen Gene
dagegen auf einem pASK-IBA3-Derivat (C-terminaler Srep-tag 11. Alle diese Faktoren kdnnten sich auf
die Stéchiometrie der an der Bildung des quaterndren Komplexes beteiligten Komponenten SelB-GTP,
Selenocysteyl-tRNAS® und mRNA auswirken, was wiederum die Effizienz der Selenocystein-
Inkorporation in nicht unerheblichem Male beeinflusst (TORMAY et al., 1996).

Um fir ale drei Gene vergleichbare Bedingungungen zu schaffen, wurden Translations-Fusionen der
postulierten SECIS-Elemente mit dem lacZ-Gen hergestellt, um die gemessene b-Galactosidase-Aktivitét
as weitgehend Protein-unabhangiges Mal? fur die Durchleserate des UGA-Codons heranziehen zu
koénnen. AuRRerdem sollte auf diese Weise gezeigt werden, dass analog zur fdhF-mRNA aus E. coli die
Region unmittelbar 3' vom UGA-Codon der Gene grdB1, prxU und selD1 nicht nur notwendig, sondern

auch hinreichend fur die Inkorporation von Selenocystein durch E. acidaminophilum-SelB ist.
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3.9.1. Konstruktion der lacZ-Fusionen

Ein Bereich von jeweils 63 bp, der die postulierten SECIS-Elemente der Gene grdB1, prxU und selD1
umfasste (zehn Nukleotide stromaufwérts und 50 Nukleotide stromabwérts des Selenocystein-
codierenden UGA), wurde unter Verwendung der Primerpaare GRDBKP1 und GRDBKP2, PRXUKP1
und PRXUKP2, sowie SELD1KP1 und SELD1KP2 mittels PCR amplifiziert, als Template dienten die
Srep-tag 11-Expressionsvektoren. In gleicher Weise wurde mit den entsprechenden Cystein-Mutanten
verfahren (Primer GRDBCP1, PRXUCP1 und SELD1CP1, jeweils kombiniert mit dem zweiten
Oligonukleotid der oben genannten Paare). Nach Restriktionsverdau der PCR-Produkte mit Hindlll und
Apal (die entsprechenden Schnittstellen waren Uber die Primer eingefiihrt worden) erfolgte die Ligation
mit dem gleichermalen geschnittenen Vektor pSKAGS. Die so erzeugten Plasmide (Wildtyp: pGBWT11,
pPUWT1 und pSDWT24; Cystein-Mutanten: pGBMC2, pPUMC4 und pSDMC2) trugen eine
Trand ations-Fusion zwischen dem Gen der Glutathion-S-Transferase (gst), gefolgt von der 63 bp-Region
des jeweiligen Selenoprotein-Gens aus E. acidaminophilum und dem b-Galactosidase-Gen (lacZ) unter
der Kontrolle des lac-Promotors (Abb. 25).

MRNA-Sekundérstruktur

H A

5 e g |3 Tacz -3
‘grdBl’
‘prxy’
‘selDY’

Abb. 25: Schematische Darstellung der konstruierten gst’-’grdB’/ prxU’/'selD’-’lacZ-Fusionen. Die fur die
Klonierung der jewells 63 bp umfassenden Genregionen aus E. acidaminophilum genutzten Schnittstellen for
HindIll (H) und Apal (A) sind angegeben.

3.9.2. b-Galactosidase-Aktivitaten der Fusions-K onstrukte

Die verschiedenen pSKAGS-Derivate wurden in E. coli XL1-Blue MRF' transformiert, der als zweites
Plasmid entweder pASBC4 oder den Vektor pACYC184 enthidt, in diesem Stamm ist durch die
Uberproduktion des lac-Repressors (lacl?) eine strikte Kontrolle der Expression vom lac-Promotor
gewdhrleistet. Um Faktoren auszuschlieBen, welche die Menge des produzierten Fusionsproteins
beinflussen, aber nicht direkt mit der UGA-Durchleserate verbunden sind (z. B. unterschiedliche codon
usage der Genabschnitte aus E. acidaminophilum), sollten die Cystein-Mutanten als Mal3stab fur die

jeweils maximale Expressionsrate dienen. Fir jede Plasmidkombination wurden drei unabhangige
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Kulturen (jeweils drel verschiedene Klone) angesetzt, die Ernte der Zellen erfolgte 2 h nach Induktion mit

IPTG. Die ermittelten b-Galactosidase-Aktivitdten sind in Tab. 13 zusammengefasst.

Tab. 13: b-Galactosidase-Aktivitédten der gst’-'grdB’ /' prxU’/’selD’-’'lacZ-Fusionen in E. coli XL 1-Blue MRF’

Genfragment Coexpression von selBg, selCg,' b-Galactosidase-Aktivitaten [Miller-Units]?
'grdB1’ (TGA) ] 1325 (+ 133)
+ 6767 (+ 778)
' grdBL (TGC) i 11212 (+ 1098)
+ 11863 (+ 418)
"prxU’ (TGA) - 129 (= 7)
+ 5261 (£ 351)
"prxU’ (TGC) - 8232 (= 464)
+ 8095 (+ 247)
'selD1’(TGA) - 377 (+ 42)
+ 3713 (+ 269)
'selD1’ (TGC) - 10471 (+ 1393)
+ 9635 (+ 1247)
"auf dem Plasmid pASBC4

2 Durchschnittswerte und Standardabweichungen von je drei unabhangigen Ansétzen, deren Enzymaktivitat wurde
mindestens doppelt bestimmt.

Um die Werte der verschiedenen Gene vergleichen zu konnen, wurden die Aktivitéten jeweils ins
Verhdltnis zur entsprechenden Cystein-Mutante (TGC-Konstrukt in Gegenwart des Vektors pACY C184)
gesetzt (Abb. 26).

Im Falle des Wildtyps (TGA-Codon) aller drei Gene bewirkte die Coexpression von selB und selC aus
E. acidaminophilum eine deutliche Steigerung der b-Galactosidase-Produktion, auf die Expression der
Cystein-Mutanten (TGC-Codon) des Fusionsproteins konnte hingegen kein signifikanter Einfluss
festgestellt werden. Offensichtlichist fir grdB1, prxU und auch selD1 der hier klonierte Bereich von zehn
Nukleotiden stromaufwarts und 50 Nukleotiden stromabwarts des UGA-Tripletts ausreichend, um dieses
a's Selenocystein-Codon zu spezifizieren. Wahrend die Fusionen von grdB1 und prxU in Gegenwart von
SelBg,, eine vergleichbare UGA-Durchleserate aufwiesen (60,4 % bzw. 63,9 % der Enzymaktivitat der
entsprechenden Cystein-Mutante), wurde fir selD1 ein wesentlich geringer Wert ermittelt (35,5 %).

Ohne pASBC4 zeigten die selD1- und vor allem die grdBl-Fusion deutlich hohere b-Galactosidase-
Werte (3,6 % bzw. 11,8 % der entsprechenden Cystein-Mutante) als das prxU-Konstrukt (1,6 %). Dieses
Resultat entsprach nicht den Verhdltnissen, die bei der heterologen Expression der drei Gene als Strep-
tag-Proteine in E. coli zu beobachten waren (s. 3.7.1.), da hier das prxU-Genprodukt in relativ grof3er
Menge synthetisiert wurde.
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Abb. 26: Relative b-Galactosidase-Aktivitdten der Fusions-Konstrukte in E. coli XL1-Blue MRF'. Die
gemessenen Aktivitéten (Durchschnittswerte) sind fir jedes der drei Gene grdB1, prxU und selD1 im Vergleich zur
jeweiligen Cystein-Mutante (mit dem Vektor pACY C184) angegeben. Schmale Balken bezeichnen die ermittelten
Standardabweichungen.

Die b-Galactosidase-Aktivitéten der Wildtyp-Konstrukte ohne Coexpression von selB und selC aus
E. acidaminophilum wurden auch in der selB-Mutante E. coli WL81300 bestimmt (Daten nicht gezeigt).
Die ermittelten Werte waren zwar jeweils deutlich niedriger alsin E. coli XL1-Blue MRF', das Verhéltnis
der fur grdBl, prxU und selD1 gemessenen Miller-Units stimmte jedoch annghernd mit dem zuvor
beobachteten tberein. Ein Vergleich mit der jeweiligen Cystein-Mutante war hier nicht mdglich, da fur
diese keine reproduzierbaren Werte ermittelt werden konnten. Die Tatsache, dass frisch transformierte
Zdllen in der Regel deutlich hohere Aktivitéten ergaben als Zellen, die ein bis zwei Tage bei 4 °C gelagert
wurden, deutete darauf hin, dass die entsprechenden Plasmide in E. coli WL81300 nicht stabil waren. Das
Gleiche galt auch fur die Wildtyp-Konstrukte in Gegenwart der sel-Gene aus E. acidaminophilum,
dennoch konnte in diesem Fall eine deutliche Steigerung b-Galactosidase-Aktivitéten gegentiber der
Vektorkontrolle (pACY C184) beobachtet werden.

3.9.3. Immunologischer Nachweis der Fusionsproteine

Das in den Trandationsfusionen unmittelbar stromaufwarts des Selenocystein-Codons lokalisierte gst-

Gen ermdglicht die immunologische Erfassung sowohl der Proteine, die durch die Termination der
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Trandation am UGA-Codon entstehen (ca. 27 kDa), as auch der Produkte, die in Folge eines
Durchlesens dieses Tripletts zustande kommen (ca. 145 kDa). Zu diesem Zweck wurden unter
Verwendung von Anti-GST-Peroxidase-Konjugat Western-Blots mit SDS-Lysaten der fir die Messung
der b-Galactosidase-Aktivitéten geernteten Zellen durchgefihrt (Abb. 27).

Q)Cw Q;O“? Q)o«? Q)Q«? Q)Cw' Q;O“?
X C} C}x X O OX X C} OX
KDa (UK (OO KDa (X OUO KDa (T OO
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66 — 66 —| 66—
45— 45— 45—
36— 36— 36—
29— 29 29

oy | - —A 2| W —A P —A
24—

grdBl prxuU selD1

Abb. 27: Nachweis von GST-Fusionsproteinen durch Western-Blot. SDS-Lysate |PTG-induzierter Zellen, die
das entsprechende pSKAGS-Derivat sowie entweder den Vektor pACYC oder das Plasmid pASBC4 (+selBCgy)
enthielten, wurden mittels SDS-PAGE (11,5 %) aufgetrennt und auf PVDF-Membranen Ubertragen. Abbruch-
Produkte (Termination der Translation am UGA-Codon) und Fusionsproteine (Durchlesen des UGA-Codons)
wurden mit Hilfe von Anti-GST-Peroxidase-K onjugat nachgewiesen und sind in der Abb. mit A bzw. F bezeichnet.

Far adle drei Wildtyp-Konstrukte erfolgte durch die Coexpression von selB und selC aus
E. acidaminophilum eine Verschiebung des Verhdtnisses von Abbruch-Produkt und Fusionsprotein zu
Gunsten des letzteren. In Ubereinstimmung mit den gemessenen b-Galactosidase-Aktivitéten fiel dieser
Effekt fur das sel D1-Fragment deutlich geringer aus as fir die Fusionen der beiden anderen Gene.
Zusétzliche Signale bei ca. 60 kDa und 80 kDa sind vermutlich auf eine unspezifische Bindung des
Antikorpers zurlickzufihren, da sie in alen Ansdtzen mit vergleichbarer Intensitét auftraten und somit
unabhéngig vom Durchlesen des UGA-Codons waren.

Nach langerer Exposition des Films (alsin dem in Abb. 27 dargestellten Beispiel) konnte fiir die Wildtyp-
Konstrukte das entsprechende 145 kDa-Fusionsprotein auch in den Ansétzen ohne SelB und tRNA* aus
E. acidaminophilum detektiert werden. Dessen Menge unterschied sich fur ale drel Gene nicht

signifikant, obwohl die zuvor fir die grdB1-Fusion bestimmte relative b-Gal actosidase-Aktivitét (11,8 %
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der Cystein-Mutante) deutlich Gber den Werten flr die entsprechenden Konstrukte von prxU (1,6 %) und
selD1 (3,6 %) lag (vgl. 3.9.2.).

Daraufhin wurde die Sequenz stromabwarts des Selenocystein-Codons von grdB nach mdglichen internen
Trand ations-Startpunkten durchsucht, da ein N-terminal verkirztes Fusionsprotein nattirlich nicht durch
die gegen die Glutathion-S-Transferase gerichteten Antikdrper erfasst wird, andererseits jedoch zur
b-Galactosidase-Aktivitét beitrégt. Auf diese Weise wére die Diskrepanz zwischen den Resultaten der
beiden hier angewandten Methoden zum Nachweis des Fusionsproteins zu erkléren. Tatsachlich war in
dem 63 bp umfassenden grdB1-Fragment, zehn Tripletts stromabwérts vom Selenocystein-codierenden
TGA, ein ATG-Codon lokalisiert. Da sich unmittelbar stromaufwérts von diesem, in einem Abstand von
finf Nukleotiden, eine Purin-reiche Sequenz (5’ -GAUGCGGUG-3') befand, die teilweise komplementér
zum 3'-Ende der 16S-rRNA von E. cali ist und deshalb al's Ribosomen-Bindestelle dienen kénnte, scheint
eine Inititation der Trangdlation an diesem Codon mdglich. Die entsprechenden Fragmente der Gene prxU
und sel D1 wiesen hingegen stromabwaérts des TGA-Codons kein ATG-Triplett auf.

3.10. Nachweis einer Selen-modifizierten tRNA in E. acidaminophilum

Bisherige Experimente zur Inkorporation von Selen in Makromolekiile von E. acidaminophilum
beschéftigten sich nicht mit der Frage, ob der Organismus Selen-haltige tRNAs aufweist (HORMANN und
ANDREESEN, 1989). Auch an Hand der von WAGNER (1997) vorgenommen, umfangreichen Anzuchten
von E. acidaminophilum in Gegenwart von [*Se]-Selenit konnte in dieser Hinsicht keine Aussage
getroffen werden, da den entsprechenden Ansédtzen zum Zellaufschluss generell RNase zugesetzt wurde.
Um einen Hinweis auf die Prasenz einer Seleno-tRNA zu erhalten, wurde E. acidaminophilum mit Glycin
as C- und N-Quelle in Gegenwart von ["°Se]-Selenit Kkultiviert, nach dem Zellaufschluss mittels
Lysozym- und Ultraschallbehandlung erfolgte die Inkubation des Rohextraktes mit RNase A oder
Proteinase K. Die markierten Makromolekille wurden anschlief3end durch denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese analysiert (Abb. 28).
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Abb. 28: Autoradiographie einer Se-Markierung von Makromolekiilen aus E. acidaminophilum. Die
Auftrennung erfolgte in einem 13,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel. "*Se-markierte Komponenten sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Z: SDS-Lysat ganzer Zellen, RE: Rohextrakt, RE-R: RNase A-behandelter Rohextrakt, RE-P:
Proteinase K -behandelter Rohextrakt.

Insgesamt waren zehn markierte Banden zu unterschieden, davon zeigten neun Sensitivitéat gegeniiber
Proteinase K-Behandlung und Resistenz gegen RNase A. Von diesen konnten drei auf Grund der GroiRe
sowie der Intensitdt der Markierung den Selenoproteinen A und B der Glycin-Reduktase sowie dem
10 kDa-Protein zugeordnet werden. Bei drel weiteren Banden entsprach das Molekulargewicht dem der
Selenoenzyme Formiat-Dehydrogenase, Selenophosphat-Synthetase und Peroxiredoxin. Eine Bande bel
ca. 30 kDa reprasentierte moglicherweise ein Peroxiredoxin-Derivat, da in Western-Blots mit
polyklonalen Antikorpern gegen dieses Protein neben dem erwarteten Signal bei ca. 23 kDa stets ein
weiteres bei ca. 30 kDa zu beobachten war (T. PARTHER, personliche Mitteilung). Andererseits kdnnte es
sich auch um ein Abbauprodukt von Selenoprotein B handeln, da Banden der entsprechenden Grof3e auch
bei der heterologen Expression von grdB in E. coli detektiert wurden (s. 3.7.4.). Die Signale bei 12 kDa
und 45 kDa konnten keinem bekannten Selenoprotein aus E. acidaminophilum zugeordnet werden. Zwar
weist das Substrat-spezifische Selenoprotein B der Betain-Reduktase ein Molekulargewicht von 45 kDa
auf, alerdings wird das entsprechende Gen (grdH) offensichtlich nur exprimiert, wenn die Anzucht von
E. acidaminophilum auf Betain erfolgt (WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998), wasin dem hier beschriebenen
Versuch nicht der Fall war.

Eine der markierten Komponenten, die im SDS-Polyacrylamidgel bei ca. 21 kDa lokalisiert war, erwies
sich als resistent gegeniiber Proteinase K, konnte jedoch nach Behandlung des Rohextraktes mit RNase A
nicht mehr detektiert werden. Offensichtlich handelt es sich dabei um eine (oder mehrere) Selen-haltige
tRNA(S).
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4. Diskussion

4.1. Organisation und Transkription der sel-Gene aus E. acidaminophilum

In E. acidaminophilum liegen die vier Gene, welche fir die cotrandationale Inkorporation von
Selenocystein in Proteine essentiell sind, in identischer Transkriptionsrichtung in einem Cluster in der
Anordnung selD1 (Selenophosphat-Synthetase), selA (Selenocystein-Synthase), selB (Selenocystein-
spezifischer Elongationsfaktor SelB) und selC (tRNA) vor (GURSINSKY et al., 2000; s. 3.2., Abb. 3).
Ein zweites fur eine Selenophosphat-Synthetase codierendes Gen, selD2, ist nicht mit diesem Cluster
assoziiert.

Die in E. acidaminophilum anzutreffende Genanordnung konnte bisher in keinem weiteren Organismusin
dieser Form nachgewiesen werden (Abb. 29). Im Genom von Clostridium difficile (C. difficile-
Genomprojekt, Sanger Center, http://www.sanger.ac.uk) liegen selD, selA und selB zwar ebenfalls in
gleicher Transkriptionsrichtung direkt hintereinander, getrennt durch intergene Regionen von 26 bzw. 113
Nukleotiden, selC jedoch ist nicht in der Nahe dieser Gene lokalisiert. Das Gleiche gilt fur Clostridium
perfringens (SHIMIZU et al., 2002) und Thermoanaerobacter tengcongensis (BAO et al., 2002), hier
umfasst die intergene Region zwischen selD und selA 16 bzw. 22 Nukleotide, wahrend das Start-Codon
von selB direkt auf das Stopp-Codon von selA folgt bzw. sogar mit diesem Uberlappt. Auch in Aquifex
aeolicus sind selD und selA stromaufwérts von selB lokalisiert, weisen aber die entgegengesetzte
Transkriptionsrichtung auf (DECKERT et al., 1998). AufRer in diesen Organismen ist das Gen der
Selenophosphat-Synthetase  (selD) in  keiner der bisher vollstandig bekannten bakteriellen
Genomsequenzen in umittelbarer Nachbarschaft der anderen sel-Gene anzutreffen. Gleiches gilt fir selC,
eine Ausnahme bildet dabei nur H. influenzae, hier befindet sich das Gen der tRNA direkt
stromaufwaérts von selA, weist allerdings die entgegengesetzte Trankriptionsrichtung auf (FLEISCHMANN
et al., 1995).

Sowohl in Snorhizobium meliloti (wo ale vier sel-Gene auf dem Megaplasmid pSymA lokalisiert sind,
BARNETT €t al., 2001) as auch in Pasteurella multocida (MAY et al., 2001) sind selA und selB durch
einen offenen Leserahmen getrennt, und auch in D. baculatum liegen beide Gene nicht in einem Cluster
vor (KROMAYER et al., 1996). Von diesen beiden Ausnahmen abgesehen, findet man in der Regel eine
sehr enge Assoziation der Gene der Selenocystein-Synthase und des Selenocystein-spezifischen
Elongationsfaktors. In E. coli Gberlappen sogar das Terminations-Codon (TGA) von selA und das Start-
Codon (ATG) von selB um vier Nukleotide (FORCHHAMMER €t al., 1991; BLATTNER et al., 1997), was
fUr eine enge Kopplung der Trandlation spricht. Die koordinierte Synthese beider Proteine resultiert in
einer dhnlichen Kopienzahl von ca. 1100-2000 pro Zelle (FORCHHAMMER €t al., 1990; Sawers et al.,
1991).
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Abb. 29: Beispiele fur die Organisation der Gene selD, selA, selB und selC in ver schiedenen Organismen. Bei
nicht assozierten Genen erfol gte keine Berlicksichtigung der Transkriptionsrichtung.

In E. coli werden ale vier sel-Gene konstitutiv exprimiert, ihre Transkription wird weder vom
Sauerstoffgehalt, noch von der intrazelluléaren Selen-Konzentration beeinflusst (SAWERS et al., 1991).
Das selC-Gen ist monaocistronisch, als Startpunkt der Transkription konnte ein Guanin identifiziert
werden, welches 24 Nukleotide vor dem 5 -Ende der prozessierten tRNA™* |okalisiert ist (BURKARD und
SOLL, 1988). Dagegen ist das Gen der Selenophosphat-Synthetase Bestandteil eines Operons:
stromabwarts von selD ist das Gen der DNA-Topoisomerase |1l (topB) lokalisiert, wahrend sich
stromaufwaérts ein offener Leserahmen befindet, der ein 20-kDa-Protein unbekannter Funktion codiert.
Ein Transkriptionsstart konnte sowohl vor diesem Gen al's auch vor selD nachgewiesen werden (SAWERS
et al., 1991). Wie bereits erwdhnt, werden selA und selB gemeinsam transkribiert. Die Promotoren des
sel AB- sowie des selD-Operons aus E. coli zeigten nur schwache Sequenzhomologien zur Konsensus-
Sequenz 5'-TTGACA-17+1bp-TATAAT-3' aus E. coli (HARLEY und REYNOLDS, 1987) bzw. B. subtilis
(HELMANN, 1995), dem entsprechend wurden nur geringe Mengen der jeweiligen mRNAS identifiziert
(SAWERS et al., 1991). Der stromaufwaérts von selC postulierte Promotor (LEINFELDER et al., 1988b) wies
dagegen zumindest in der —10-Region eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz auf,
wahrend die —35-Region nur geringe Homologie zu dieser zeigte. Mit nur ca. 200-350 Molekilen pro

Thr

Zelle tritt die tRNA® in sehr geringer Menge auf, lediglich die tRNA, " zeigt eine noch geringere
Konzentration (DONG et al., 1996; TORMAY et al., 1996).

In E. acidaminophilum befindet sich selC zwar direkt stromabwarts von selB, wird aber dennoch wiein
E. coli monocistronisch transkribiert (s. 3.3.2.). Die Sequenzfolge 5 -TTGAAT-17+1bp-TATAAT-3,
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welche stromaufwérts des mittels primer extension identifizierten 5'-Endes des tRNA-Precursors
lokalisiert ist (s. 3.3.4., Abb. 7), zeigt eine sehr hohe Homologie zur oben erwdhnten K onsensus-Sequenz.
Auch die stromaufwérts der postulierten —10-Region von selC zu findende Sequenz 5'-TNTG-3
(Positionen —18 his —15) ist in den Promotoren Gram-positiver Organismen hdufig anzutreffen (GRAVES
und RABINOWITZ, 1986; HELMANN, 1995) und hat einen positiven Einfluss auf die Stérke des Promators,
wobei der Effekt dieser so genannten —16-Region vor allem bei —10- und —35-Motiven mit geringerer
Homologie zur Konsensus-Sequenz zum Tragen kommt (VoskuiL et al., 1995). Diese Merkmae
sprechen fir eine hohere Expressionsrate des selC-Gens als in E. coli, was angesichts der grof3eren
Anzahl an Selenoproteinen, die z. T. in erheblicher Menge synthetisiert werden, durchaus sinnvoll
erscheinen wirde. Allerdings wird die intrazellulére Konzentration einer tRNA nicht nur von der
Effizienz der Transkription bestimmt, sondern hangt auch von anderen Faktoren wie z. B. processing des
Precursor-Molekils oder Abbau der Produkte ab (INOKUCHI und Y AMAO, 1995).

Das stromaufwérts von selA gelegene Gen der Selenophosphat-Synthetase (selD1) wird ebenfalls
hauptsachlich monocistronisch transkribiert. Durch primer extension konnte ein Transkriptionsstart 26 bp
stromaufwaérts von selD1 nachgewiesen werden, die mogliche Promotorregion zeigte geringere
Ubereinstimmung zur Konsensus-Sequenz als das bei selC der Fall war, wobei vor allem der
ungewdhnliche Abstand von 15 Basenpaaren zwischen dem —10- und dem —35-Motiv hervorzuheben ist
(s. 3.3.4., Abb. 8). Der ungiinstige Einfluss dieses Merkmals kdnnte zumindest teilweise durch den
positiven Effekt der optimalen —16-Region (5'-TGTG-3') des sel D1-Promotors kompensiert werden.

Im Northern-Blot wurden Signale erhalten, deren Grofe sowohl einem sel AB- als auch einem sel D1ABC-
Transkript entsprach (s. 3.3.2), die Existenz des letzteren konnte durch RT-PCR bestétigt werden
(s. 3.3.3.). Ein Transkriptionsstart unmittelbar stromaufwarts von selA konnte allerdings durch primer
extension nicht indifiziert werden, eine Ursache dafiir kdnnte eine geringe Transkriptmenge sein.

Die monocistronische selD1-mRNA scheint in deutlich grof3erer Menge vorzuliegen as das selD1ABC-
Transkript. Das steht im Einklang mit der Beobachtung, dass von der Selenophosphat-Synthetase etwa
10 000 Kopien pro E. coli-Zelle existieren (EHRENREICH et al., 1992), wahrend Selenocystein-Synthase
und Elongationsfaktor SelB wie erwahnt in ca. 1100-2000 K opien pro Zelle auftreten.

Im Gegensatz zu selD1 ist das zweite Selenophosphat-Synthetase-Gen aus E. acidaminophilum nicht

Bestandteil eines Operons.
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4.2. Charakteriserung der Genprodukte von selA, selB und selC aus
E. acidaminophilum

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit (GURSINSKY, 1996) wurde selA nur unvollstandig
kloniert. Mit der nun vollstandig bekannten DNA-Sequenz soll hier erneut eine Charakterisierung des
abzuleitenden Genproduktes erfolgen. Mittlerweile steht durch die Entschliisselung verschiedener
mikrobieller Genome eine Vielzahl weiterer Sequenzen zu Homologie-Vergleichen zur Verfligung. Aus
diesem Grund sowie zum besseren Verstandnis der in Abschnitt 4.3. diskutierten Komplementations-
Versuche mit sel-Mutanten von E. coli werden neben dem sel A-Genprodukt auch die an Hand der DNA-
Sequenz von selB und selC abzuleitenden Eigenschaften des Elongationsfaktors und der tRNA® hier

nochmal's besprochen.

4.2.1. Selenocystein-Synthase (SelA)

Die zur a/g-Superfamilie der Pyridoxal-5 -Phosphat-abhdngigen Enzyme gehdrende Selenocystein-
Synthase (TORMAY et al., 1998) katalysiert die Umwandiung von Seryl-tRNA® in Selenocysteyl-
tRNA®® in einer zweistufigen Reaktion (FORCHHAMMER und Bock, 1991). Zuerst bildet die
Carbonylfunktion der prosthetischen Gruppe eine Schiff’sche Base mit der a-Aminogruppe des Serins,
durch 2,3-Eliminierung eines Wassermolekiils entsteht Aminoacrylyl-tRNA>*. An die Doppelbindung
dieses Intermediates erfolgt die nukleophile Addition von HSe; als Selendonor dient dabei
Selenophosphat, welches vom sel D-Genprodukt in einer ATP-abhangigen Reaktion gebildet wird (GLASS
et al., 1992; VERES et al., 1994). Aktive Selenocystein-Synthase ist ein Homooligomer, bestehend aus
zehn Untereinheiten, die in zwei Ringen angeordnet sind (ENGELHARDT et al., 1992). Je zwei Monomere
binden ein Molekiil Seryl-tRNA® (FORCHHAMMER und BOCK, 1991).

Das selA-Gen aus E. acidaminophilum codiert fir ein 467 Aminosauren grof3es Protein mit einem
Molekulargewicht von 52,5 kDa (Swiss-Prot Q9S3K3). In Tab. 14 sind die in der EMBL-Datenbank
enthaltenen bzw. mit dem Datenbank-Suchprogramm ENTREZ identifizierten Proteine (oder
trandatierten DNA-Sequenzen) mit signifikanter Homologie zur Selenocystein-Synthase aus
E. acidaminophilum aufgelistet. Die mit Abstand hochste Identitét ergab sich zu dem entsprechenden
Enzym aus C. difficile, einem opportunistisch humanpathogenen Organismus, der ebenso wie
E. acidaminophilum in Cluster XI der Clostridien einzuordnen ist (die Sequenz wurde von den unter

http://www.sanger.ac.uk zuganglichen Daten des C. difficile-Genomprojektes abgel eitet).
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Tab. 14: Vergleich von SelA aus E. acidaminophilum mit homologen Proteinen aus Datenbanken

Organismus Protein: AS/ MG [kDa]  accession number | dentitét [%0]*
Clostridium difficile? SelA: 467/52,1 - 62,7
Clostridium perfringens SelA: 462 /51,8 Swiss-Prot Q8XIK2 51,8
Thermoanaerobacter tengcongensis  SelA: 461/ 51,7 TrEMBL Q8R8W4 514
Desulfomicrobium baculatum SelA: 465/ 50,7 Swiss-Prot P56372 446
Haemophilus influenzae SelA: 461/51,1 Swiss-Prot P43910 446
Mooréella thermoacetica SelA: 470/ 50,6 Swiss-Prot 033277 44,3
Aquifex aeolicus SelA: 452 /50,8 Swiss-Prot 067140 44,0
Salmonella typhi® SelA: 463 /50,8 Swiss-Prot Q822D8 43,8
Salmonella typhimurium® SelA: 463 /50,9 Swiss-Prot Q8ZL69 43,8
Escherichia coli* SelA: 463/ 50,6 Swiss-Prot P23328 41,6
Pasteurella multocida SelA: 460/ 50,7 Swiss-Prot Q9CK66 41.5
Pseudomonas aeruginosa SelA: 468 /50,3 Swiss-Prot Q9HVO01 41,2
Yersinia pestis SelA: 462 /50,2 Swiss-Prot Q829Y1 40,6
S nor hizobium meliloti SelA: 466/ 49,0 Swiss-Prot P58226 40,5
Campylobacter jgjuni SelA: 440/ 50,6 Swiss-Prot Q9PMS2 37,4

! Paarweise Sequenzvergleiche erfolgten mit dem Programm LALIGN (s. 2.11.3)).

2 Die Sequenzierung des Genoms von C. difficile war zum gegenwértigen Zeitpunkt (Stand 1. 7. 2002) noch nicht
abgeschlossen, so dass sich Abweichungen zu den angefiihrten Daten ergeben kdénnen.

% Die Sel A-Sequenzen beider Organismen sind zu 99,8 % identisch.

* Die Sel A-Sequenzen aus E. coli K-12 und E. coli O157:H7 zeigen 100 % Ubereinstimmung.

Im Genom von Helicobacter pylori wurde ebenfalls ein Gen fur ein SelA-homologes Protein (386
Aminosauren, im Uberlappenden Bereich 31,2 % Identitdt zu SelA aus E. coli) identifiziert und
entsprechend bezeichnet (TomB et al., 1997). Auf Grund der deutlich abweichenden Grofze und der
Tatsache, dass H. pylori anscheinend keines der Gene selB, selC oder selD besitzt, ist jedoch fraglich, ob
es sich bei dem abgel eiteten Polypeptid tatséchlich um eine Selenocystein-Synthase handelt.

Diein Tab. 14 angefihrten Sel A-Sequenzen weisen im zentralen Bereich die grofite Homologie auf, N-

und C-Terminus sind dagegen weniger stark konserviert (Abb. 30).
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Sel A Ea
Sel A Cd
Sel A Cp
Sel A Tt
Sel A_St
Sel A_Ec
Sel A_Yp
Sel A Hi
Sel A_Pm
Sel A _Pa
Sel A_Sm
Sel A M
Sel A Db
Sel A_Aa
Sel A G

Sel A_Ea
Sel A Cd
Sel A Cp
Sel A Tt
Sel A_St
Sel A_Ec
Sel A_Yp
Sel A Hi
Sel A_Pm
Sel A _Pa
Sel A_Sm
Sel A M
Sel A Db
Sel A_Aa
Sel A G

Sel A Ea
Sel A Cd
Sel A Cp
Sel A Tt
Sel A_St
Sel A_Ec
Sel A_Yp
Sel A Hi
Sel A_Pm
Sel A _Pa
Sel A_Sm
Sel A M
Sel A _Db
Sel A_Aa
SelA g

Sel A Ea
Sel A Cd
Sel A Cp
Sel A Tt
Sel A_St
Sel A_Ec
Sel A_YP
Sel A Hi
Sel A_Pm
Sel A _Pa
Sel A_Sm
Sel A M
Sel A_Db
Sel A_Aa
Sel A G

- - MDKRTLFSKLPSVDKI LGNDGVI ELEKEYPRSLI VEVI REQ ELARKRI LELNESDVEGFDI DEDI LI NDI GHQLKLK
- - MSKRELFAMLPSVDEVLSDNRI VEI | NEYPRSLVLESVREVI DLKRQFI LRLKEDASNSVTI EFGEI | ESAI ERVKLN
- - MTK- ELLRALPKI DEI LG | FNEDFLNENGRETI VSALRDI | NENRKAI LNEEVD- - - - YALTKEEAKSKCEHRL LKK
- - - - MEDLYRKLPSVDEI LREEKI NEVLKFNKREVVKNCI REVLERYREKI RRGEVK- - - - - Kl DI EKI LEDVVSQ EEK
MI'SETRTLYSQLPAI DRLLHDSAFL SL RDRYGHTQVVDLL RRM_DDARDVI RNTQTLPDW - YADWA- - - QEAKLRLENA
MITETRSLYSQLPAI DRLLRDSSFL SLRDTYGHTRVVEL L RQVL DEAREVI RGSQTLPAW - CENWA- - - QEVDARLTKE
MSAEPHPL YRQLPAI DRLLNEPEMAPLLAEYGPVLLADTLRQLQAEAREYI GOFHTLADW - CADWP- - - AALROQRLN- Q
- - - - MTALFQQLPSVDKI LKTPQGLQLI TEFGHTAVVATCRELL TQARQFI KKNNQLPEY- - FSNFDRTFLEI HSHLQKQ
————— MSLYSSLPSI DKLLKTPEGARL SHEFGHTAVVNI CRQLI EQGREYI KNENKLLPV- - FQDI SDTLREI ELQLHAQ
- - MSS- - - - VRLPSVDRLLRSAAAAPL HORYGREAL LATLRDLL DEL REPARHG- ALAEI - - ELSEAVLAGRAGERLAAQ
- - MSGPVDL RAL PSVDOQWVLNAAAVSPL VEQHGRAVVTDEL RKVL GEVRLAVRSGGAL PGK- - DA VAALLS- - - - RLDDR
- - MESRNLLRQLPAVDQL L QHPRLKDL SREN- YKMVLALTRQVLDDWRLKI KNGATTI PD- - PGQLA- - - REI ENRYHEA
- - - - MSSLFRHI PSVDRFL QDL EQDRAL ADL PROMLKDLVAEFL DL CREEI RAGVWTDES- - ALAFTTLAARAGAYVRTR
- - - - MKSLLRQ PQ SKVWVE- | FKKK- - - - YPEI YVWWKAAREVAEKYRKEI | EGKRKD- - - - - - - LNGFLEDVERKI KSL
----- MNKFRTFPQ NTLI EDESLKS- - - - YPFYI KAFFCKKVVAKLKENFFQDEI S- - - - - - - - KDKLLLEI KKEI KTF

YALKLKRLI NATGVVVHTNEGRSPMAEEI KEDLW.| ASRYSNLEYDI ESGKRGSRYSHL EEI VRKI TGAEDVL VVNNNAA
YSLSLKKVI NATGTVI HTNLGRSL L SEDI KDELWCAASRYSNL EYDL DNGERGSRYSHLTSTI KRLTGAEDVL VVNNNAA
RERNLKRVI NGTGVVI HTNLGRSL L SKEATEAVALAASSYSNLEYDLEKGERGSRYSLI EG | KDI TGAEAAL VVNNNAA
KKMSLRRVVNGTG | LHTNLGRAL FPPQVKEHLLDI AFCYSTLEYDVEKGERGSRYSHVEKL L CEL L DVEAAL VVNNNAA
AQSALRPVI NLTGTVLHTNLGRAL QAQEAI EAVTQAMRAPVTLEYDL DGAGRGHRDRALATLLCRI TGAEDACI VNNNAA
AQSALRPVI NLTGTVLHTNLGRAL QAEAAVEAVAQANMRSPVTLEYDL DDAGRGHRDRALAQLL CRI TGAEDACI VNNNAA
RQPALKPVFENL TGTVLHTNLGRAPLAESAI AAVTDAVRSAVTLEYSL EGAGRGHRDRAVADL L CAL TGAEDACIH VNNNAA
NQVQ KAVHNL TGT VL HTNL GRAL WSEAAQQAAL SAMOKNVSL EYDL DEGKRSHRDNY! SEL L CKL TGAEAACH VNNNAA
SQVKI QSVHNLTGTI LHTNLGRAL WSDAAQHAAL TSMSHNVAL EYDL EEGKRSHRDHY! SDLL CQL TGAEAACI VNNNAA
HASRVRRVFENL TGTVLHTNLGRAL L PDEAI EAI TLAARYPLNLEFDLASGKRGDRDDL I AGLI REL TGAEAVTVVNNNAA
SRSNLRPLFNL TGTVLHTNLGRAL L AQEAVDAAVDANMREAAAL EFDL DSGGRGERDSHL REL L CEL TGAEDATVVNNNAA
GRSSLRPVI NATGVVLHTNLGRAI L SPAARAAAL TAAGRYTNLEYDL EKGORGNRYSHVTGL L KEL TGAEEAL VVNNNAA
SRPHFRRVVNATGVVI HTNLGRS| L AEEAVL AVAEGCRHYSNL EMDL DTGQRGSRYSHVEKL L CRL TGAEAGL VVNNNAA
MKPNI KRVI NATGVVI NTNLGRAPL SKDVI NFI SEI ANGYSNLEYNLEEGKRGSRI AHI EKYLNEL TGAESSFVVNNNAG
YRKDLQSVI NASGVVI HTNLGRSVI HEEL YEACKDI | CNYSNVEFDL ENGKRGSRYAL VL EKL KM.FECEDAL VVNNNAA

AVMLVEGTMAQCKEVI TSRGELVEI GGSFRI PSVVMEQSGAKLEVEVGT TNKTYASDYEAAI TENTGAL LKVHTISNFRVVGE
AVLLVLSTVAKGGEAI VSRCGEL VEVGGSFRI PSI VAL SGAEL VEVGSTNKTHLKDYKEAI TEDTNVLIVKVHTSNYRI MGE
Al MLVLNSLCENKEVI VSRCEL VEI GGSFRI PEVIVNFSRAKLVEVGT TNRTHL YDYEDAI TEETGAFLKVHSSNFKI VGE
AVLLALNTLAKCGKEVI VSRGQLI El GGSFRI PDVM_QSGAI LKEVGT TNKTYDFDYI NAI TENTALLLKVHTSNYRI VGE
AVLLM-AATASCKEVVVSRCEL VEI GGAFRI PDVVRQAGCTLHEVGT TNRTHAKDYRQAVNENT GLLMKVHTSNYSI EGE
AVLLM-AATASCKEVVVSRCEL VEI GGAFRI PDVVRQAGCTLHEVGT TNRTHANDYRQAVNENTAL LIMKVHTSNYSI QGE
AVFLLLTVMAAGKQVVVSRCEL VEI GGAFRI PDVIVRQAGCEL VEVGT TNRTHL KDYRQAI NENTGLL MKVHTSNYSI EGE
AVLLM-ATFAQGKEVI | SRCELI El GGAFRI PDI MEQAGCHL VEVGT TNRTHLKDYRNAI TENTAFLMKVHSSNYQ CGE
AVLLM-ATFAQGKEVI | SRCELI El GGAFRI PDI MQQAGCKLVEVGT TNRTHL SDYRHAI NENTAFLMKVHSSNYQ CGE
AVLLALNSLGARKEG | SRCELI El GGAFRI PDI MARAGVRLHEVGT TNRTHAKDYEAAI GPRSGLLMRVHTSNYSVQGE
AVLI ALNSVGAGRQAI VSRCEL| El GGAFRMPDI MERAGVDLVEVGT TNRTHAKDYVKAI GPETALI LKVHTSNYRI EGE
AVLLALSTLAAGRETI | SRGQLVEI GEGSFRI PEVMEQSGTRLVEVGT TNKTYI HDYERAVGPDTAL LLKVHPSNYRI QGE
AVLLVLDTLAKGREVVVSRGQL VEI GGSFRI PEVIVKKSGAVL REVGATNRTHL RDYAEAI GPDTAMLVKVHTSNYRI | GF
AVFLVLNTLAECGKEVI | SRCELVEI GGSFRI PDI MKKSGAI LREVGT TNKTKVSDYEGAI NONTAL L MKVHKSNFYMEGE
AVFLVLNSLCYDKEVI SSRCGELVEI GCSFRVPEVI KAAGVKLCEVGT SNKTHLKDYEQAI NENTALI LKTHKSNFAL MGE

TNTPELEELREI GDKYDI PVI EDLGSGVFI DLSKYGLSY- ERTVMVDSLRKGADI VTFSGDHI LEGPQAG! IVEKKKY! DK
TESVSI EELVNLGKKYKLPVI EDLGSGVFI DLSKYGLSY- EPTVLDS| RQGADVVTFSGDXM.GGPQAG! | VEKKEY! EK
TKSVSANDI CNLAKEKG PVI EDI GSGVLI DLSKYGLEK- EPTVI ESLESGVDI VTFSGDKM.GGAQAG! | VEKKKFI DK
THDI ATEELVQ GRKYDI PTMEDLGSGVMVDLREYGLPH EPTVQEVWKAGVDI VTFSGDXLLGGPQAG! | VEKKKY! DL
TKTVEEAELAE| GRELDI PVWADLGSGSL VDL SQYGLPK- EPMPQQLI AAGVSLVSFSGDXLLGGPQAG! | VEKKAM AQ
TKAI DEAEL VAL GKEL DVPWWTDLGSGSL VDL SQYGLPK- EPMPQEL| AAGVSLVSFSGDKLLGGPQAG | VEKKEM AR
TAAVSEQQLAALGQECSI PTATDLGSGSLVDMIRYGLPA- EPMPQQLI AAGVDLVTFSGDXLLGGPQAG | LEKKQA ER
TSSVSEEEL TEL GQEMNVPWWTDLGSGAL VDL SQYGLPK- EPTVQEKI AQGVDLVSFSGDKLLEGVQAG | VEKKEW EQ
TKSVTEAELVTLAREFNL PVMIDLGSGAL VDL AQYGLPK- EPTVQEKWAQGVEL | SFSGDKLLGGPQAG | VEKKAW DR
TASVPTAQLAAI AHGHGLPLLEDLGSGTL VDL TRWGLPK- EPTVQEALADGADI VTFSGDKLLGGPQAGLI LENRELI GR
TAEVPGAEL AAI AHERGVVL LNDLGSGSL VDL SRYGLGR- EPTVREAVAEGADL VTFSEDXL L GGPQAGF] VERRDLI AE
TREVTTAELVELGRRVGVPVMVEDLGSGFLI DLEAYG TG EPTVQAEI NQGVDVWTFSGDXLLGGPQAG | VERRDLVAA
HKEVDL PDL VAL GRERGL STFEDL GSGNL FDFSPYGFMP- EPTVQQVLRSGVDVWTFSGDXLLGGPQAGVI VGRREF| ER
VEEVKLEDLVKLGHKYG PTYYDAGSGLLI NLKEFG SVDEPNFRDCI SLGI DLVSGSGDXLLEGGPQAG! | VEKKNLI EK
HSEVNI KDLHELAKEKEL L SYYDLGSGWCENLNEK- LI KNEPKI RKLVQE- CDI LSFSGDXLFGSVQAG | LGKKELI EK
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Sel A_/Ea  VGGBLLPLERI ESRVI Sl VPENVS- - - - - - VSREEESLRLCDDHI | GRVYDEKYVI DVRTLFDEEYEI | CNQLKSI LG - 467
Sel A_.Cd  VGGGSMPLETI STKVI S| TPEHWN- - - - - - VSSLEKKLRLSEAHI | ARVYDNKYVLDVRTI FDDEFDVI VEELRKAFN- - 467
Sel A.Cp  VGGGSMPDSKLSTYLLRI DSDRI N- - - - - - EVNLERELREYKI Pl | TRVYKGAVY! DLRTI LEDDYEVI FNALKEI GEK- 462
Sel A Tt SGGCSLPEESLPSYA TLEVEGFD- - - - - - TEDLERRLRI RDI PI | TRI VDGVWTI DVRTLLEGDEEVI LHALEEI TGVC 460
Sel A_St | GSGSL PVDRLPSAAMIFTPHDGR- - - GSRLEALAARVRM_PVPVI GRI YDGRLW.DVRCLE- - DESRFMEMMLK- - - - - 463
Sel A_Ec | GSGSLPVDRLPSAALTFTPHDGR:- - - GSHLESLAARVWREL PVPVI GRI YDGRLWLDLRCLE- - DEQRFLEMLLK- - - - - 463
Sel A_Yp | GSGSLPVDRLPSWALTFTPKDGR- - - GSTLEALTARVRTLTKPVI GRVADGRLW.DLRCLE- - DEAALLRELAS- - -- - 462
Sel A_Hi | GSGSQPMERI PSVAVTI AEKTN- - - - - AKLSALSARFKQLSQPI | GRVENGKI WLDLRSLA- - DI ETLLNTLDEL- --- 461
Sel A_Pm | GSGSQPVATI PSVAVTI STEKA- - - - - GKLTALLQRFKALPQPI | CRVEKEKI WLDLRGLA- - DI DSLLKTI MQL---- 460
Sel A _Pa | GSGAQPVARLASAAL CL RPRQPRRL RGRALRNLEEAL RGLPLPVI GRLDDDALW.DLRQLD- - DEPAFLAQLPRLRSEL 467
Sel A_Sm | GSGALPVDTI PSAGLRI VGSS- - - - - GSALEALAALFRSLSRPI LGRLRDGALVLDLRCLS- - DEAEFLKTLSEGSGDA 464
Sel A M AGGGSLPVTELPSWAI Tl RPEQGG: - - - - - AAGLVTALRRTDPPVLARVQDDLLLLDVRTLLPGEGEELARALVQALEGA 464
Sel A Db VGGGSFPEQDLSTTLVSVAPTGVD- - - - - - VDSLRQGLLAEDI PVWWGRVEDGAFCLDPRTLMDAEFALVAGAMKAVLAR- 465
Sel A_Aa PGGGSLPELELPTYCVAI RHDRLSS- - - - - - QELSRRLRLAEPPI VCRI REDQLLFDVRTVFHEDLKTI KKTLQELLSI - 452
SelA G VGGGSMPDKSLDTY! LTFQGDALK- - - - - - - - - LQTRFRKEN- - | | GRI ENDEFVLDFRTI RENELCQKLI LTI NQVENL- 440
Sel A Ea ------ 467
SelACd ------ 467
SelACp ------ 462
Sel A Tt Q- 461
Sel A St ------ 463
Sel AEc ------ 463
SelAYp ------ 462
Sel AH  ------ 461
SelAPm ------ 460
SelAPa S---- 468
Sel AASm VA---- 466
Sel A M VHGGES 470
SelADb ------ 465
Sel A Aa  ------ 452
SelAG  ------ 440

Abb. 30: Alignment von Sel A-Sequenzen. Der Sequenzvergleich erfolgte mit CLUSTAL W (s. 2.11.3.) Identische
Aminosduren sind dunkelgrau, Reste mit dhnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpolar / polar, ungeladen /
basisch / sauer) dagegen hellgrau unterlegt. Der innerhalb der a-Familie Pyridoxal -5 -Phosphat-abhéngiger Enzyme
konservierte Aspartat-Rest sowie der die prosthetische Gruppe tragende Lysin-Rest wurden blau bzw. grin
hervorgehoben. Ea: E. acidaminophilum, Cd: C. difficile, Cp: C. perfringens, Tt: T. tengcongensis, St
S typhimurium, Ec: E. coli K-12, Yp: Y. pestis, Hi: H. influenzae, Pm: P. multocida, Pa: P. aeruginosa, Sm:
S meliloti, Mt: M. thermoacetica, Db: D. baculatum, Aa: A. aeolicus, Cj: C. jejuni.

Durch die Analyse von Mutanten konnte fiir das E. coli-Enzym der Lysin-Rest an Position 295 als Tréger
der prosthetischen Gruppe Pyridoxal-5'-Phosphat identifiziert werden (TORMAY et al., 1998). Diese
Aminosaure ist erwartungsgemal? in allen hier angefiihrten Sel A-Sequenzen konserviert, beim Enzym aus
E. acidaminophilum handelt es sich um Lys(298). Vertreter der a-Familie Pyridoxal-5'-Phosphat-
abhangiger Enzyme weisen einen invarianten Aspartat-Rest auf, der mit dem Pyridin-Stickstoff der
prosthetischen Gruppe interagiert (ALEXANDER et al., 1994). Fur die Selenocystein-Synthase aus E. coli
wurde diese Funktion an Hand von Sequenzvergleichen Asp(258) zugeordnet (TORMAY et al., 1998),
dieser Rest ist ebenfalls in alen SelA-Sequenzen konserviert (Position 261 im Protein aus

E. acidaminophilum).
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4.2.2. Selenocystein-spezifischer Elongationsfaktor (SelB)

SelB stellt einen auf die cotrandationale Inkorporation von Selenocystein in  Selenoproteine
speziaisierten Elongationsfaktor dar, der dabei die Funktion von EF-Tu Ubernimmt. Phylogenetische
Analysen lassen auf eine enge Beziehung zur g-Untereinheit des eukaryotischen Initiationsfaktors 2
schlieffen (KEELING €t al., 1998). Anders als EF-Tu bindet SelB nicht nur GTP und die Aminoacyl-tRNA
(in diesem Falle Selenocysteyl-tRNA®), sondern auch die unmittelbar stromabwérts des Selenocystein-
spezifischen UGA-Codons lokalisierte mRNA-Sekundarstruktur (SECIS-Element). Entsprechend der
Funktion des Proteins weist der N-terminale Teil von SelB eine hohe Homologie zu allen drei Domanen
von EF-Tu auf, dieser Bereich ist fur die Bindung von Guanin-Nukleotiden und Aminoacyl-tRNA sowie
fr die Interaktion mit dem Ribosom verantwortlich. Der C-terminale Teil des Selenocystein-spezifischen
Elongationsfaktors hildet hingegen eine zusétzliche, in EF-Tu nicht vorhandene Doméne (HILGENFELD et
al., 1996; KROMAYER et al., 1996). Fir E. coli-SelB konnte gezeigt werden, dass dieser Bereich des
Molekils, speziell dasam C-Terminus lokalisierte 17 kDa grof3e Segment (Subdomane 4b), spezifisch die
Sekundéarstruktur der Selenoprotein-mRNA bindet (KROMAYER et al., 1996). Ein weiterer Unterschied zu
EF-Tu besteht darin, dass SelB zu GTP eine hohere Affinitét aufweist als zu GDP (FORCHHAMMER €t al.,
1989; THANBICHLER et al., 2000). Ein Faktor wie EF-Ts, der den beschleunigten Austausch von GDP
gegen GTP bewirkt, ist aus diesem Grund nicht notwendig, entsprechend fehlt in SelB die Bindestelle fir
EF-Ts (HILGENFELD et al., 1996).

SelB erkennt spezifisch Selenocysteyl-tRNAS®, der mit Serin beladene Precursor oder andere
aminoacylierte tRNA-Spezies werden nicht gebunden (FORCHHAMMER et al., 1989). Die Interaktion mit
der geladenen tRNA flhrt zu einer signifikanten Steigerung der Affinitét des Elongationsfaktors zur
entsprechenden Bindungsstelle der Selenoprotein-mRNA (THANBICHLER et al., 2000). Diese
Wechselwirkung wiederum erhoht die Ribosomen-abhangige GTPase-Aktivitét von SelB um den Faktor
drei bis vier, wahrscheinlich durch Induktion einer Konformationsanderung, welche die Affinitat

gegeniber dem Ribosom steigert (HUTTENHOFER und BOCK, 1998b).

Das vom selB-Gen aus E. acidaminophilum codierte Produkt (Swiss-Prot Q9S3K2) besteht aus 626
Aminosauren und weist eine molekulare Masse von 71,0 kDa auf. Wie im Falle von SelA zeigt das

Protein die deutlichste Homologie zu der entsprechenden Sequenz aus C. difficile (Tabelle 15).
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Tab. 15: Vergleich von SelB aus E. acidaminophilum mit homologen Proteinen aus Datenbanken
Organismus Protein: AS/ MG [kDa] accession number | dentitét [%6]"
Clostridium difficile? SelB: 627/ 71,6 - 55,3
Thermoanaerobacter tengcongensis  SelB: 626/ 71,4 TrEMBL Q8R8WS5 494
Clostridium perfringens SelB: 635/ 72,2 TrEMBL Q8XIK3 46,0
Moorella thermoacetica SelB: 634/ 70,7 Swiss-Prot Q46455 435
Desulfomicrobium baculatum SelB: 634/ 70,1 Swiss-Prot Q46497 36,3
Pseudomonas aeruginosa SelB: 641/ 71,0 TrEMBL Q9HV02 31,2
Escherichia coli K-12° SelB: 614/ 68,9 Swiss-Prot P14081 30,7
Escherichia coli O157:H7° SelB: 614/ 68,8 TrEMBL Q8XDI8 29,6
Aquifex aeolicus SelB: 582/ 66,2 TrEMBL 067141 30,5
S nor hizobium meliloti SelB: 666/ 72,4 TrEMBL Q931D5 30,0
Pasteurella multocida SelB: 624/ 70,6 TrEMBL QO9CK68 29,5
Salmonella typhi* SelB: 616/ 68,8 TrEMBL Q8z2D7 29,2
Salmonella typhimurium? SelB: 616/ 68,7 TrEMBL Q8ZL70 28,9
Yersinia pestis SelB: 650/ 71,6 EMBL AL590842° 27,5
Haemophilus influenzae SelB: 619/ 70,0 Swiss-Prot P43927 27,4
Campylobacter jejuni SelB: 601/ 69,5 TrEMBL Q9PMS1 26,7
Methanococcus jannaschii SelB: 469/51,9 Swiss-Prot Q57918 22,0

! Paarweise Sequenzvergleiche erfolgten mit dem Programm LALIGN (s. 2.11.3)).
2 Die Sequenzierung des Genoms von C. difficile war zum gegenwértigen Zeitpunkt (Stand 1. 7. 2002) noch nicht
abgeschlossen, so dass sich Abweichungen zu den angefiihrten Daten ergeben kénnen.

% Die SelB-Sequenzen beider Organismen sind zu 98,4 % identisch.
* Die SelB-Sequenzen beider Organismen sind zu 98,7 % identisch.

® Yersinia pestis CO92, komplettes Genom

Das Alignment der in Tabelle 15 angefiihrten bakteriellen SelB-Sequenzen verdeutlicht den hohen Grad

der Ahnlichkeit im N-terminalen, EF-Tu-homologen Teil, wahrend die vierte Domane mit Ausnahme

einiger invarianter Reste nahe des C-Terminus (vorwiegend basische und saure Seitenketten) kaum

Ubereinstimmungen zeigt (Abbildung 31).
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SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_CP
Sel B_Tt

SELB_MT
SELB_Db
SELB_St

SELB_EC
SELB_Yp
SELB_Hi

SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt

SELB_Mr
SELB Db
SELB_St

SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi

SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

Domane 1 Gl G2 G3

MKNI | | GTAGHI DHGKTTEI KAL TGKETDRLKEEKKRG SIDLGFTNFDLPSG - - - KRAG VDVPGHEKFI KNMLAGVH
MKNWVI GTAGHI DHGKTTLI KAL TGRETDTLDEEKKRG SI NLGFTYFDLPNN- - - - RRAGH VDVPGHEKFI KNMLAGAS
MKHVI | GTSGHI DHGKTTLI KAL TGRETDKI DEEKKRG SI NLGFTFFDLPSG - - - KRAGH | DVPGHEKFI KNMLAGAT
MKNI | | GTAGHI DHGKTTLI KAL TGKDTDRLKEEKLRG TTDLGFAYFDLPSG - - - | RAGH | DVPGHEKFI KNMLAGAH
MDYI VWGTAGHVDHGKT VL VKAL TGVDTDRLKEEKERG SI ELGFAPLTLPSG - - - RQLGLVDVPGHERFI ROMLAGVG
- MPVI MGTAGHI DHGKTSL| KAL TG NCDRLAEEQKRG Tl ELGFAYLDLTPE- - - - VRLG | DVPGHERFVKNWSGAA
---M | ATAGHVDHGKTTLLQAlI TGVNADRL PEEKKRGMTI DLGYAYWPQPDG- - - - RVLGFI DVPGHEKFL SNMLAGVG
---M | ATAGHVDHGKTTLLQAlI TGVNADRL PEEKKRGMTI DLGYAYWPQPDG- - - - RVPGFI DVPGHEKFL SNMLAGVG
---M | VTAGHVDHGKTTLLQAI TGVNADRL PEEKQRGMTI DLGYAYWPLPDG- - - - Rl MGFI DVPGHEKFL ANMLAGGG
- - - M | VISGHVDHGKTAL L KAL TGTSTAHL PEEKKRGMTI DLGYAYLPLEN- - - - - KVLGFI DVPGHEKFLSNMLAGLG
---M | VISGHVDHGKTAL L QAL TGTHTAHL PEEKKRGMT| DL GYAYLPLEKNGKI DRTLGFI DVPGHEKFLVNMLAGLG
- - - M VGTAGHI DHGKTSLLRALTG EGDRRPAERQRG Tl DLGYLYADLGDG - - - SPTGFI DVPGHERFVHNMLAGAS
- - - M VGTAGHI DHGKTTLVKAL TGVDTDRLKEEKARG Tl DLGFAYARFAKD- - - - AVTGFVDVPGHERFI HTMLAGAG
MKYI LFATAGHVDHGKTTLI KTLTG DTDRLPEEKKRGLSI DI GFAY! DFPDI N- - - TRLEI | DVPGHERFI KNAI AGI C
MKSVI | GTAGHI DHGKTSLI KALNGFEGDSLKEEQERQ TIINLSFSNLKLKDK- - - - - NI SFI DVPGHKDL VKTMVSGAF

G4
GVDLVLLVVSADEGVMPQTI EHLEI LNLLDI KKGLI VI TKADTVDTDFKEL VKEDVMEKLEGTFLE- - NADI VEVDSI SG
G DI VLLWAADEGVMPQTVEHLDI LSFLNI KNG WL TKSDTVDDEFRELVKEDI CEKI KGTFLE- - DAEI | EVDSI SK
SLDWVLLI | ALDEG MPQTKEHLEI LELLEVKKCI VALTKRDLVDEEWAEM KEDI KNYLKSTSFK- - DATM EVSSKTK
G DI VMLVI AADEGVMPQTKEHVDI LSFLDI KAG | VLTKCDLVEKDW.L| VEEDVRENLKGTFLE- - NAPI VHVSSVTG
GVDLVMLWAADEGVMPQTREHLAI | DLLQ KKG | VI TKI PLVEADW.EL VREEVRQAVKGTVLE- - DAPLVEVSALTG
G DFVLLVI AADEG MPQTREHLEI CSLLG RAGLVAL TKTDMEEDW. EL VHEEVQTYLAGSFLE- - GAPI VPVSAHTG
G DHALLVVACDDGVVAQTREHLQ LQLTGNLQLTVAL TKADRVDEARI GEVREEVLAALDNYGF- - ADTVLFVTAANEG
G DHALL VWACDDGVMAQTREHL Al LQL TGNPMLTVAL T KADRVDEARVDEVERQVKEVLREYGF- - AEAKLFI TAATEG
G DHALLVWACDDGVMAQTREHL Al LRLSGRPAL TVAL T KADRVDDERI AQVHQQ LQELVAQGWSAEQ SLFVTAAVTE
GVHYAML| VAADEGVAVQTKEHLAI LRQLQFHE! | WI TKADRTNSAQ ESLI QTI KQDYSFLRN- - - - ANYFVTSAETG
G HYAML| VAADEGVQAQTLEHLAI LRLLQLEH! LI VI TKADRATLPQ EQLSQQLKANHPI LAN- - - - SPVFI TSAKTE
G DCVLLWAADDGL MPQTREHLAI VELLG RRALVAL TKI PRVEPQRVQQVRTQVEHLLASGPL - - ARSPI FPLSSSTG
G DYAMLWAADDG KPQTLEHLAI LDLLGVSRGLVAI TKADLADPARLENLTDEI GAVLSSTSLR- - DAEI LPVSVAAG
SASGLI LVWDPNEG MPQTI EHLRVAKSFG KHG AVL TKMPKVDEELAHI AEEEL| AFLEKEEMN- - - MEI VKVSAVTG
GFSVCLFWWDI NEGLKEQSLEHLEI LKI LDl KNI | LVLSKCDLCEN- - | EQKSVEI LEELKNLDYP- - | LKVFHTSI KNN

Domane 2
T@ KEETEEI DRLTDEVEDKNI - DANPRL S| DRVFESI KGFGTVVTGTLI EGKMNLDDDVM YPGEI KTKI RSLQVHGESQ
RG DTLI EKI DKMSDDI EDKNE- NSPARLNI DRVFSI KGFGTVI TGTLI EGKI SI EDDLVI YPQVLKTKI RSI QVHGENK
EGLNEL| TElI DSAVEE|I EQKDK- EGHFRLAVDRSFSVSGFGTVATGT | LSGSVKLGDLVQ NPSG EARVRNI QVHDENV
EGLDI LVNTLDELAQKVKERSS- EG FRLPVDRVFSI AGFGTVVTGTLI SGKI KVGDKVM YPKM ESRVRNLQVHERNV
EG AELREQ.DALAAVTPPRPA- AGRVRLPI DRVFSVTGFGTVVTGTLWSGTI KVGDEL EVQPEGLKTRARNLQVHGRTV
AGLEELKGYI AELSSTFAPDRR- SDLFRLPVDRVFTMKGHGTVVTGT S| SGALRLGEEI El VPSGHRSKVRGL QVHGTAA
RG AELRAHL QQLPARSHAA- - - QHRFRLAI DRAFTVKGAGL VVTGTAL SGEVNVGDTLW.TGVNTPMRVRSL HAQNQPT
RGVDAL REHLLQLPEREHAS- - - QHSFRLAI DRAFTVKGAGLVVTGTAL SGEVKVGDSLW. TGVNKPVRVRAL HAQNQPT
RG GEL REHL AQCHQQRDPKGRL QRRFRLAI DRVFSVKGAGLVVTGTALAGQVAVGDTLW. TGGDCPVRVRG HAQNQPA
QG SELRHYLANLAELADTQ - - - KPFRYAI DRVFSVKGAGTVVTGTAFSGTVKVNDEI YLS- TGXKI Rl KAl HAQNTSS
QG DELRNYLAKLPNLADSN- - - - KPFRYAI DRVFSVKGVGTVVTGTAFSGRVQ DDELLLS- NGQTVRI KNI HSQNQQT
EGVEAL REAL GGLAGEVRERSR- EGYFRLAVDRAFSVAGSG VVTGTAFSGQVAVGDEL L L GNAGRPVRVRGL HAQNRPA
QG ELLKERLAAAECATAAS- AVGGRFRL AVDRSFETL SGAGTVVTGT VL SGSVGVEDQVTVSPAGRSARVRSI HAQNQRA
QG EDLKNSI KKLLESI NNLNK- HKPLRI FVDSAFVVKGYGTVL RGSCFEGEVKEGDKVVVEPI GVI SRVRKMNHGVFV
QG EELKNYLYTI ENKENDE- - - ELI FHYYI DRVESLKG GTVMVTGSLNEGSI TLNEKI | CLDTQKELI VKNI QNHDTNL

Doméne 3
KI AYAGQRVAI NLANV- - RVEElI EREDVLAKPNSM QSSMM DVKLKLI KNLDRGLRYWDRI RL YHGAKEI LGRVAFLDR
DTAYAGQRTAI NI SNV- - KVDDI KREGDVLAAPNSL - EESMVL DVKL SLVNHL DKGL KHWDRL RL YHGTREI L CRAVPLDK
El GEAGQRCALNL SGV- - TKEEVTRGWVCTANTI - EPSYMVDCKFRYLKSNEKNLVNRQRVRI YHGTSEI FGRI VLLDK
ECAFAGQRTAI NLANV- - KVEEI ERGDVI APPEAI - | PSTM DVKLSLLK- EAKTLKNRERI RFYTGASEVI GRAVLLDR
KEARAGQRVAVNLAG - - ETEAVHRGSSLL TPGFL- TPTYRLDASFKLLN- GARPLANRDRVHFYLGTSEALGRVWVLLDR
EVARAGERTAVNL YGL - - EVAEL ERGEVLAHPQTL- FPSPVWDVEMI CL SSSPNPL KHRTEVHFHHGSREI LAKLFFLDR
DHAYAGQRI ALNI AGD- AEKEQL NRGDW. L SDAPVGEAFSRVI VSL- - - - ALHAPL SQAQPLHI HHAASHVTGRVSLL - -
ETANAGQRI ALNI AGD- AEKEQ NRGDW._L ADVPP- EPFTRVI VEL- - - - QTHTPLTQWOPLHI HHAASHVTGRVSLL - -
QQAQAGIRI ALNI SGD- | SKQQ NRGDW.LAQPPL- PPVDRVLVTV- - - - DADTPL QHWQPL HL YHGARHI TGRFSLLGH
EQG AGQRLALNLNAD- L DRTPMKRGDW.L QNEPL- PPTDRI SVQ - - - - LAEVPLNESQPVHI YHGASRTTGKLTLLQG
NVGNAGERLALNLNVD- LDRI TI ERGDW.L SQQPL- PPTSRI TVLL- - - - NAETTLQESQPI HLYHASARTTGKLNLLQH
QQAWAGORVALNI AGERLALEQ QRGDW.L QAALH- APTTRVDI DFRLLPDEL RDFTHWIPVHLHL GTQDVTGRLALLEG

ERGFAGQRCALNLAGEG SKDAI TRGDWVDPHLH- APSDRLDADL SVLESETKPI GEWFSARFHHASAETA Rl VPLEG
KKAVAGERI ALNLPEV- - DAKKVKRGFLI LKPESY- EKSNVLI VKT- - - - - - El DLKPGKI YQVFFGVRETVGKI SVI DK
EQ KACNRVALSLNCD- - - YKELKKG- YLL SKKGYFKAFKECDAL VKAK- - - - - NLQN- SKM FCVGSRQ ECKI NI LKK

Fortsetzung néachste Seite

154
154
154
154
154
153
151
151
153
148
153
151
151
154
151

233
233
233
233
233
232
228
228
233
223
228
230
230
233
228

310
310
310
309
309
309
301
300
307
297
302
309
309
304
298



4. Diskussion

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_CP
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

SELB_Ea
SELB_Cd
SELB_Cp
Sel B_Tt
SELB_M
SELB_Db
SELB_St
SELB_Ec
SELB_Yp
SELB_Hi
SELB_Pm
SELB_Pa
SELB_Sm
SELB_Aa
SELB_Gj

Domane 4
EELAP- - ----mmmmmeee e e GEECFCQ RLEDTI VAKKDDRFVI RYYSPM TVGEGAI | DTNPKKHKRFDEDVL
ELIES----cmmmmemcmaaaeas GESGYVQLRLEESI VSKKGDTFVVRRYSPMETI GGGVI | DPSPKKHKKFDEKVI
EEVKP- - - - - e ee e e o GEEVYI QLRLERElI CAQKGDNLVI RNYSPMVTLGGGKI | NPVAKKAKRFKEDYL
DELHG -------meccemmmanan GESCYAQ YLEDCVSVLRKDKFVI RTYSPM.TI GGG | LDPNPEKHKRFDI EVI
DELNG -------mmmcmmmmaamas GEEALI QLLMEKPVVASREDRFI LRSYSPMVETI GGG | | DPVPPKHRRFQPEVL
DKLEP-------cmmmmcmeaaee e GETAVCQVRFPRPLPGVYGDRCl VRSFSPLQTVAGGRI | NPLGRKVRRHSKD- M

——————————————————————————— EGGLAEL| FDTPLW.ADNDRLVLRDI SARATLAGARVVTLKAPRRGKRKPDYL

--------------------------- EDNLAEL VFDTPLW.ADNDRLVL RDI SARNTLAGARVVM._NPPRRGKRKPEYL
QQLI DDQQPLI DHQQ! | NNQSTSGGHSSQ LAELLLDSPLW.VENDRVI LRDI GAKKTLGGARVI HLAVPSRGKRQPAYL
R NDRTLAEI | LDSPLFLAFGDKLI LRSGDTKTLI AGARVLEI NSPKRHKRTEVRL
g AQQGLAE! | LEKPLFLAYADKLI LRSGDAKHLVAGAKVI El NSPKRHKRTEQRL
[0 = GHRAFAQLVLNAPI QAL HGDRL VL RDQSAQRTL GGGRVL DGAAPARNRRTPARL
PLLPG == === == mmmeemooomo ERRRVQLVLDRP| AAAVGDRFI LRDVSARRTI GGGRLL DL RAPARKRRSPERL
e I YLVRLKENAI VRRGDKLWWLD- SSGNFLGGAEVL HPKVRVTKK- - - - - -
LENDE- -« === === mmssmm oo omeoas FFVHFSEDKNVFL SFDEAFI LLQ- - NNRVI GBGKVLNPL SEPL KKEQKNKF

SSLNVKESGDPQFVWEENI RTNSKDYPVLKEI AKSLGENEDI VLENI KGLVASGRVI DI NG- - - - TYI HLEHYDRLROXI
EALKI KEKGELKDI | EEYLKRNLKNYPNI KEI MSYSGAHEEDVKRALETLI SEDKVFI | G- - - - MYMHI NQYNKLKENT
NELKLNVEKGSI EEl VENVWLSLSETFPNSQE! | KGLGRNI DNI DFI LEKLCEDKKI | GI DNGKSKVFI HNKFFTKKSEE!
ETLSNI EKLGDKFVI EKLVYES- - LLPLSEEEI KRKANVVDI GKFSLKNLI KLK- - LEEKD- - - - YFYHREKYEEMCLRT
VSLORRLEGSPEKI LAQ | QEHREGL DW QEAATRASL SLEETRKLLQSMAAAGQVTLLRVENDL YAl STERYQAWAQAY
ETLSTLGAATGEEL LLAQLRLAGRGGL TVAELRI MIDVESKLLDKTLQ LGGKQLAFQFDRD- DKRFVGADVL DGLAGAC
HWL.STLAAAQDDSAALAI H LERGAVNLPDFGWARQ - - - - LNPLGVRQLI EQHG- FI QAG- - - DNLLSAPVAARWORKI
QNLASL ARAQSDADAL SVH L ERGAVNLADFAWARQ - - - - LNGEGVRELLQQPG- YI QAG - - YSLLNAPVAARWORKI
AW.TALAQATSDREVLDLH LAQGPVSVRTFSWARQ - - - - LTDNEMAALLAATD- TWAG- - - DI ALSHPHAQQAQQTL
NFLANLALAENASQRI ALT- LQHNATTARQLMATEQ- - - - - LTSLQLDKALAERD- AVRYQ - - DWCFNPNYVQEKTQQ)
NFVYAL QQAKTTTERTAL Y- LONKAVDAQTLMATEQ- - - - - LNAEQLAEI VAVNGQ- QVRFQ- - - DW FNADYQQQQTEKL

AQL QAL RQESLEEAL PTLL GAAENGL DPQRLVQSFN- - - - - RPREHWRLPEEVWEVQTRLG- - - PRLFAGERWFALVEQL

SYLQAASL SHAGEAL AAL L DVPPFL VDL DVFARDRA- - - - - LSEAEL QNAI RSASAEVI EGSAVRHAL SKRQRAAFSDEV

- AFI KKNI KDLLENFECYLLKERGPI GLKLEFFKRI TGVSPKVANLKPESI El RGVYYLKG - - - - - - ------ FI ENLK

LMFL KNKDFKAAFSFLKDAHKYGFGLLSSYQRFKLS- - - - - - HQKAL KLAKEL NQVFVDEK- - - - - - - NLNVYHLQSLEE
l Doméane 4b

CSTLEEFHKSNRL KRGVLKEELRSR- VESKLKSKDFDI LLERVAADKEI KI EENLASI SSFSVKFSDSDI KI RQEI EDTI
| KLLSEYHKKYRLRKG LKEEVRSK- | ESNFKTREMDI LLEKLSTENAI KI ENNI VSLLDFEVI LNDKQKEI AKKI EKRL
YEI L RKFHEENPL KVGVNKEEL RSKSFSNKI KQKI FQSFLELMKKKEI | KEG NI | SLKDFEI KL TKAQKAI REKI LKAY
KEI LEDFHRKNPLKEGH SKEELKNK- LFGDI KSKLCDFI FELNMEKEE! | KI KNQLVALKDFKVWLNEEQEKLKERI | KI Y
TRAL EEFHSRYPLRPGLAREELRSR- YFSRLPARVYQAL L EEWSREGRL QL AANTVAL AGFTPSFSETQKKL L KDLEDKY
LEYLGEYHRREPNRQGL SRAEL | SG- FGRGVHPKL VHFLVERLVKSGQVL LEADI LRLPGHVVSLASDQSGLRTLMETTY
L DTLATYHEQHRDEPGPGRERL RRM ALPVEDEAL VLM.| ERVRDDGL| HSHHGW. HL PDHKAGF SDEQQAVWOKVEPL F
L DTLATYHEQHRDEPGPGRERL RRM ALPMEDEALVLLLI EKMRESGDI HSHHGW. HL PDHKAGFSEEQQAI WOKAEPL F
LHVLAL YHQQHGDQL GL GRARLRRM ALPTLDEGVVFRLI DNLLAEGAL HNTRGW. HLPEHGLAFTEQEQ GWQQAAPYF
LTALN YHEQHNDQL GVSKARL YRM ATLNQPENL| HHFI DEM.DDGRLQQTRGW HLPEHKI QFNTEEKSRWIDVLNEF
LTALAQYHQNHNDQLG SKARLYRI - ATLNQPEKL MYHFL EACLAKGQL QQTRGW. HL PEHKI QF SEDEQAL WQAVL AQF
LAGL RRFHEEL PDEL GPDRDRLRRY- ALPQLERPVFI AL L DAALAGGDVHSSGPW. HL PGHEVRL SDSEEQL RARLWPL L
QRVLSAFHVENPDLQG GRERLRLQ VTPRLPPPAFLVALRAEQTAGRL VL EGAFVRL PGHEVRL SEKEEEL YARI LPHL
LKI KKFL DTEL QNAFGVDKEKVKSM - - FSLNEELLKY! LDELKTYKI VN- - ELI | DERKSDLEKNEDFQKLMSI LKGG
| KNFI KFI LEKNPYAM.SAHSLALR- - | TWASENFCEL GLKENMSN- - LLDFQNG! YFKKG- - | DFEKL QEKNNNQMYET L

ol o

RQGG FSPEQ- | DVI TGE- - - RSEYl QVFESMVGE- TLVRVSEDTVFHKEI YEKALDLLRDHVQ- - KNGEI TLAEFRDM

KSCG VSSI LTI DEVSEG- - - NHNYAEVLESM GN- KVEKLDDLY! MDKDI YENAKNI LI NYI K- - ENKEI TLGEYRDLI

LESG | VSPKI KDI | EDKKL- EKEYI KI YNLLI EEGTLI KLPEDVVMHKEVLQSVKEKI | EWLN- - KNGSI TLGETKEI L
RDSK- FEPPKLSELEGYP- - - - - El | PMWEYLVNI GELVKLDEEI FLSKDNYEEAQNVLI NYLK- - ENKEI TLAVYRDLL
RVSR- WQPPSFKEVAGSFNL DPSEL EEL LHYLVREGVLVKI NDEFYWHRQAL GEAREVI KN- LA- - STGPFGLAEARDAL
VQAG LMPPTTKAFLEENGL TAKDVAQWFRLLMEEGVLI KVSEEFYYAKTAMDEI | GRVRSFFE- - SNQEMGPQDFRDLT
GDE- - - - PWWRDLAKETGTEEQLMRLVLRQAAQQG | TAI VKDRYYRNDRI VAFANM RELDQ- - ERGSTCAADFRDRL
GDE- - - - PWWRDLAKETGTDEQAMRLTLRQAAQQA | TAI VKDRYYRNDRI VEFANM RDLDQ- - ECGST CAADFRDRL
VDD- - - - PWWRDLAAEL QAAEGEMRSLLRKAAQLGYl TAVVTDRYYLSQRI EQLADLVRELDS- - RQGSVSAADFRDRL
EKAN- GQAI WRDMANALAI DESI MRNFMYKAGKLGYLTPI VKDRFFLTETLYAYARLI KQ AE- - EKGKVSVNEVRDKL
EQQH- GHPLW/RDL ANVL GQDESAMRNFL YKAGKLGYLTPI VKDRFFLTETL YAYSRLVKQFI A- - EHGAI SVNQLRDEL
EAGR- YDPPW/RDLAREL RQDEAVVRNL L RKLARL GQL QQVVRDL FYPEATLRQLAEI AVQVRD- - PAGLI RPAEFRDRL
EGEERFRPPRVRDFAEAL GVDEREI RRI LKLCARL GRVDQI RHDHFFTRQTTAEMVAI | RQVAANAERGEFSAGLFRDRV
KEER- - - ---------- El | LEG PKEI LTLSI KRKYAHRI GEYLI | SDELLKKYI NELKELGK- - - - - TFNVQQAKNKL
KKQG- | KPEAPYNL YDFLEL DRKSGDNI LKKLTQKGLVVRLSHNL FI EKQAL EKL MQECLNLLK- - - NQSLDVQSMKEYF
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oo

SELB Fa  GASRKYAMLLLEDFDRKRI TRRI GEKRVLS- - - - = = = = ==« = = < c s a o mmea o mmea o eaa oo 626
SELB Cd  DSSRKNCM | LENFDRNKI TKRVENKRI LF- - - - <« = < <« x 2o e e e o mea o eea i o 627
SELB Cp  GVSRKYLVAI LEYLDNEEI TKRVEDKRVLN- - - - « - - -« 2 o o c e eea o eia e o 635
Sel BTt  NTSRKYANAI LEYFDSI KLTKRI GDVRVLARE] KN- - - - -« = < <« s oo oeea o eea e o 626
SELB M GSSRKYVLPLLEYLDQVKFTRRVGDKRVWVGNF - -« = - - -« = < < c s e o eea o eea e eea oo 634
SELB Db ELTRKFAI PVLEYLDKEKI TMRI GDKRQI RKR: - - = = = = =« = < < c s e o mmea o eea o eaa oo 634
SELB St  NVGRKLAI Q LEYFDRI GFTRRRGNDHLLR:- - - - - - - DALLFPQKE- - - = <= = === == cem-- 616
SELB Ec  GVGRKLAI Q LEYFDRI GFTRRRGNDHLLR: - - - - - - DALLFPEK- « = = <« =c o eee o meem - 614
SELB Yp G GRKLAI Q LEFFDRSGFTRRRGNGHI LR- - - - - - - DSGLFSATGS- - - === - -==---=-- 650
SELB H  NFGRKLTVQLMEYFDRMGFLRRKGNDHI LR- - - - - - - DKNVFDL- - = = - === mm o mm e o 619
SELB Pm  QFGRKLWWQLI EYFDRCGFLRRKGNI HVLR: - - - - - - DSDVFDL- - - = - == mm e e o 624
SELB Pa G GRKRSI Q LEHFDRI GLTRRI GNDRRLR- - - - - - - EGSALAEQLLGGVSP- - - - - = = - - - - 641
SELB_Sm  NNGRKVAI El LEFFDRQGVTI RHGDVRRVNPHRL DL YEGPVPEADEGRGSSPVERPDFKFYRAGS 666
SELB Aa  GLTRKYLI PLLEYLDYLGLTVREGNERRWKR: - - - = = - = <« = < < c s oo mmea o mca o eea oo 582
SELB G  NLSRKYAI AYLEYLDKFPQVSKEAEKRFLTNI - - - = = - =<« 2 < scx e o mmea o eea o eaa oo 601

Abb. 31: Alignment von SelB-Sequenzen. Der Sequenzvergleich erfolgte mit dem Programm Clustal W
(s. 2.11.3.). Identische Aminosduren sind grau, Reste mit dhnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpolar /
polar, ungeladen / basisch / sauer) dagegen hellgrau unterlegt. Die in GTPasen konservierten Motive G1
(GXXXXGKSIT), G2 (DX, T), G3 (DXXG) und G4 (NKXD) sind oberhalb der Sequenz angegeben, signifikante
Abweichungen von der Konsensus-Sequenz dieser Motive wurden blau hervorgehoben. Ein Arginin-Rest, der
maoglicherweise bei der Erkennung des tRNA-gebundenen Selenocysteyl-Restes eine Rolle spielt, ist griin
gekennzeichnet. Aminoséuren in E. coli-SelB, deren Verdnderung die Spezifitdt der Bindung an das fdhF-SECIS-
Element beinflusste, sind rot markiert, die entsprechende Position im Alignment wurde mit einem Pfeil
gekennzeichnet (vgl. Abb. 32). Ea: E. acidaminophilum, Cd: C. difficile, Cp: C. perfringens, Db: D. baculatum, Mt:
M. thermoacetica, St: S typhimurium, Ec: E. coli-K12, Yp: Y. pestis, Hi: H. influenzae, Pm: P. multocida,
Pa: P. aeruginosa, Sm: S. meliloti, Aa: A. aeolicus, Cj: C. jgjuni.

Ein hervortretendes Merkmal der angefiihrten SelB-Spezies ist der Austausch des in fast allen GTPasen
(einschliefdich EF-Tu) konservierten Asparagins der so genannten G4-Box (NKXD-Motiv; BOURNE et
al., 1991) gegen Threonin (bzw. Serinin C. jgjuni). In EF-Tu interagiert dieses Asparagin mit Segmenten
der Peptidkette, die an der Bindung der Guanin-Base der Nukleotide GTP oder GDP beteiligt sind.
(BERCHTOLD et al., 1993). Einige dieser Wechsalwirkungen zum Guanin gehen von dem fur EF-Tu-
homologe Proteine typischen SAL-Motiv (G5-Box) aus (BOURNE et al., 1991; BERCHTOLD et al., 1993).
In SelB fehlt dieses Motiv, was vermutlich die Ursache dafur ist, dass die Nukleotide GTP und GDP von
diesem Protein schwéacher gebunden werden als von EF-Tu (HILGENFELD et al., 1996).

Erwédhnenswert ist auch die in den vier Gram-positiven Vertretern E. acidaminophilum, C. difficile,
C. perfringens und M. thermoacetica sowie in A. aeolicus zu findende Abweichung von der Konsensus-
Sequenz des G2-Motivs: das ansonsten in GTPasen streng konservierte Threonin ist durch Serin ersetzt,
eine Aminosadure mit sehr ahnlichen biophysikalischen Eigenschaften.

Eine wichtige Funktion bei der Diskriminierung zwischen Seryl-tRNA®* und Selenocysteyl-tRNAS®
wurde fir Arg(181) in E. coli-SelB postuliert (HILGENFELD et al., 1996). Abbildung 31 zeigt, dass diese
Aminosaure in 14 von 15 Sequenzen an der entsprechenden Position lokalisiert ist, eine Ausnahme bildet

SelB aus A. aeolicus, wo an Stelle des Arginins ein Serin zu finden ist.

Von E. coli-SelB wurden mehrere Punktmutanten selektiert, die in vivo den negativen Effekt von
definierten Anderungen der fdhF-mRNA-Sekundarstruktur auf die Inkorporation von Selenocystein

kompensierten. KROMAYER et al. (1999) isolierten Varianten des Proteins, welche in der Lage waren, den
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durch die Mutation einzelner Basen in der Schleife der apikalen Haarnadelstruktur verursachten
gravierenden Funktionsverlust des SECIS-Elements abzuschwéachen. Auf diese Weise konnten zwischen
10 % und 47 % der UGA-Durchleserate, die mit dem Wildtyp-Element und Wildtyp-SelB zu beobachten
war, wiederhergestellt werden. Interessanterweise waren die SelB-Mutanten zumeist auch in der Lage,
SECIS-Mutationen zu kompensieren, gegen die sie urspriinglich gar nicht selektiert wurden. Bei der
Interaktion mit dem fdhF-Wildtyp erreichten diese Proteine allerdings nur 5-24 % der Durchleserate, die
mit nicht verandertem SelB gemessen wurde. Eine der Mutante bildete jedoch in dieser Hinsicht eine
Ausnahme und zeigte sogar eine hohere Effektivitét als Wildtyp-SelB (114 %). Hinsichtlich struktureller
Anderungen im SECIS-Element (z. B. Variation des Abstandes zwischen UGA-Codon und apikaler
Haarnadel struktur) verhielten sich die getesteten Mutanten wie das nicht verdnderte Protein.

Die Mehrzahl der isolierten SelB-Varianten wies jeweils eine der Punktmutionen Met(556)® lle,
Cys(568)® Arg, Ala(569)® Va oder Va(578)® Ala in einem kurzen Bereich am C-Terminus des
Proteins auf. Da diese Region Bestandteil der fur die mRNA-Bindung verantwortlichen Domane 4b ist
(KROMAYER et al., 1996), handelt es sich bel den entsprechenden Resten wahrscheinlich um
Aminosauren, die direkte Kontakte mit dem SECIS-Element eingehen (KROMAYER et al., 1999).
Innerhalb verschiedener SelB-Sequenzen sind diese Positionen nicht konserviert.

Einige Klone besalfen allerdings einen Aminosaure-Austausch in Doméne 4a: Glu(437)® Lys. Da dieser
Bereich nicht an der mRNA-Bindung beteiligt ist, wurde vorgeschlagen, dass diese Mutation die
Konformationsénderungen des Proteins, welche durch die Wechselwirkung mit Selenocysteyl-tRNA*
und SECIS-Element ausgel0st werden (BARON et al., 1993b; HUTTENHOFER und BOCK, 1998b), in
irgendeiner Form beeinflusst.

In einem analogen Experiment selektierten LI et al. (2000) SelB-Mutanten, die einen Austausch des
ungepaarten U;7 im Stamm der apikalen Haarnadel struktur der fdhF-mRNA gegen Adenin bzw. Cytosin
tolerierten und die Funktion die SECIS-Elements teilweise wiederherstellten (bis zu 40 % der UGA-
Durchleserate, die mit dem Wildtyp der fdhF-Sekundérstruktur und des Elongationsfaktors erreicht
wurde). Auch hier waren die isolierten SelB-Mutanten in der Lage, andere Veranderungen in der Schleife
und im Stamm der apikalen Haarnadelstruktur mit z. T. relativ hoher Effektivitat zu kompensieren. Die
neuen Eigenschaften der verschiedenen SelB-Varianten konnten jeweils auf ene von zehn
Punktmutationen  zuriickgefihrt  werden: Met(556)® lle/Val, 1l1e(557)® Phe, Leu(560)® Pro,
Asp(561)® Glu, Cys(568)® Arg/Phe, Phe(572)® Tyr, Va(578)® Glu oder Ala(583)® Thr. Diese waren
in dem gleichen Bereich lokalisiert wie die von KROMAYER et al. (1999) beschriebenen Verdnderungen

(s. 0.) und zum Teil sogar mit jenen identisch.

Die Fahigkeit der meisten SelB-Varianten, mehrere unterschiedliche Mutationen im fdhF-SECI S-Element
Zu tolerieren, konnte darauf hindeuten, dass zumindest einige dieser Proteine im Vergleich zum SelB-
Wildtyp fur ihre Funktion nur einen wesentlich unspezifischeren Kontakt mit der mRNA bendtigen

(KROMAYER et al., 1999). Eine dhnliche Situation liegt mdglicherweise in E. acidaminophilum vor, da
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hier offensichtlich eine Reihe von mRNA -Sekundarstrukturen ohne signifikante Sequenzhomol ogien vom
Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor erkannt wird. Interessant ist deshalb ein Vergleich der in
den beiden erwahnten Experimenten verénderten Aminosduren mit den entsprechenden Positionen in
SelB aus E. acidaminophilum (Abbildung 32).

i
Sel B_Ec 427 LATYHEQHRDEPGPGRERLR- 446

Sel B Fa 449 LEEFHKSNRLKRGMLKEELRS 469

) i 4

14 b
Sel B_Ec 546 RNDRI VEFANMIRDEDQECGSTICAADERDRLGVGRKLAI Q LEYFDRI 593

Sel B Ea 566 HKEl YEKALDLLRDHVQKNGEI TLAEFRDM GASRKYAM.LLEDFDRK 613

Abb. 32: Mutationen in E. coli-SelB (SelB_Ec), die Veréanderungen des fdhF-SECI S-Elements kompensierten
und Vergleich mit den entsprechenden Positionen im Protein aus E. acidaminophilum (SelB_Ea). Varianten,
die nach dem Austausch von Basen in der Schleife der apikalen Haarnadel struktur selektiert wurden (KROMAYER et
al., 1999), sind grun dargestellt, die nach Austausch von U7 isolierten SelB-Mutationen (LI et al., 2000) dagegen
blau hervorgehoben. Identische Aminosduren sind durch Doppel punkte angegeben.

Bemerkenswerterweise befindet sich in E. acidaminophilum-SelB an der Position, die dem erwahnten
Glutamat-Rest in Doméane 4a des E. coli-Proteins entspricht, die Aminosaure Lysin, wobei genau dieser
Austausch, Glu(437)® Lys, zur Tolerierung einer Reihe von Mutationen im fdhF-SECIS-Element fihrte.
Auch die Proteine der Ubrigen hier angefihrten Gram-positiven Vertreter weisen eine basische
Seitenkette an dieser Position auf.

Auch in Doméane 4b weist SelB aus E. acidaminophilum Homologien zu einigen der selektierten
Mutanten auf: an der Position, die Methionin(569) des E. coli-Proteins entspricht, ist ein Leucin
lokalisiert, dieses dhnelt in seinen Eigenschaften stark den Aminosauren Valin und Isoleucin, die in
einigen der SelB-Varianten an dieser Stelle detektiert wurden. Gleiches gilt fir Alanin(569): in einer der
Mutanten war dieses gegen Valin ausgetauscht, in dem Gram-positiven Organismus steht an dieser
Position die &nliche Aminosdure Leucin. Andere Varianten von E. coli-SelB wiesen einen Austausch
von Valin(578) gegen Alanin oder Glutamat auf, das Protein aus E. acidaminophilum enthélt ebenfalls
Alanin.

Ob allerdings zwischen den hier aufgeftihrten Homologien von E. acidaminophilum-SelB zu einigen der
selektierten E. coli-Mutanten und der geringen Sequenzhomologie der postulierten SECIS-Elemente des
Gram-positiven Organismus (bzw. der daraus vermutlich abzuleitenden geringeren Spezifitat der
Wechselwirkung zwischen Selenoprotein-mRNASs und Elongationsfaktor) tatséchlich ein Zusammenhang

besteht, ist spekulativ und misste experimentell geklart werden. Interessant wére in diesem
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Zusammenhang auch, wie sich die Eigenschaften von E. coli-SelB andern, wenn mehrere der

angesprochenen Mutationen gleichzeitig vorliegen.

4.2.3. Selenocystein-spezifische tRNA

Die sich aus der Sequenz des sel C-Gens ergebende, 97 Nukleotide umfassende Struktur (Abbildung 33)
zeigt die typischen Eigenschaften, welche bakterielle, Selenocystein-spezifische tRNAs (CoMMANS und
Bock, 1999) von den ubrigen Elongator-tRNAs (DIRHEIMER et al., 1995) unterscheiden: einen
ungewdhnlich grofen variablen Arm, ein zusétzliches Basenpaar (5a-67a) im Akzeptor-Stamm und einen
verlangerten D-Stamm (sechs Basenpaare statt vier), verbunden mit einem verkirzten D-Loop (vier
Basen). Auch hinsichtlich der Primérstruktur findet man die fir bakterielle tRNAS®-Spezies
beschriebenen Abweichungen von der algemeinen Konsensus-Sequenz: die normalerweise invarianten
Basen Ug, A4, Ris und Y 45 (DIRHEIMER €t al., 1995) sind ersetzt durch Ag, G4, Ci5 und Gg.
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Abb. 33: Postulierte Kleeblatt-Struktur der tRNAS® aus E. acidaminophilum im Vergleich zur E. coli-
tRNAS*. Nukleotide, die in Elongator-tRNAs als konserviert angesehen werden kénnen (DIERHEIMER et al. 1995),
sind durch Kreise gekennzeichnet, Abweichungen von der Konsensus-Sequenz sind dagegen durch Rechtecke
hervorgehoben. Die Struktur der E. coli-tRNAS* wurde aus BARON et al. (1993a) entnommen.

Fur die tRNAS aus E. coli konnte gezeigt werden, dass die ungewdhnliche Lange des Aminoacyl-
Akzeptor-Stammes (acht bp) eine wichtige Rolle bei der Erkennung durch SelB spielt, gleichzeitig wird

durch dieses Merkmal eine Interaktion mit EF-Tu verhindert. Die Deletion des Basenpaares As,-Ugza im
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Akzeptor-Stamm beeintréchtigte auch die Umwandlung von Seryl-tRNA* zu Selenocysteyl-tRNA®
durch die Selenocystein-Synthase (BARON et al., 1990; BARON und B6Gck, 1991).

Dagegen postulierten RUDINGER et al. (1996), dass eine Antideterminante, bestehend aus dem letzten
Basenpaar des Akzeptor-Stammes (C;-Ggg) und den ersten beiden Basenpaaren des T-Stammes (Ggo- Ugs
und Cs-Ggs) die Erkennung der Selenocysteyl-tRNA* durch EF-Tu verhindert, wobei wahrscheinlich
dem Nicht-Watson-Crick-Paar eine entscheidende Rolle zukommt. Die nach Deletion des Basenpaares
Ass-Uez, beabachtete Wechselwirkung mit EF-Tu wére dann eine Folge der Verschiebung der Position der
Antideterminante (RUDINGER et al., 1996).

In den entsprechenden tRNAs aus Proteus vulgaris und D. baculatum findet man wie im E. coli-Mol ekl
das Basenpaar G Ugs, dagegen weist die tRNAS® aus M. thermoacetica eine nicht den Watson-Crick-
Regeln entsprechende Wechelwirkung (G; Ag) an der letzten Position des Akzeptor-Stammes auf
(TORMAY et al., 1994). Das gleiche Basenpaar findet man auch in E. acidaminophilum, die beiden
anderen Positionen der potentiellen Antideterminante sind hier ebenfals identisch zur tRNA aus
M. thermoacetica (Ga9-Cgs UNd Csp-Gey).

An dieser Stelle sei erwéhnt, dass der Aminoacyl-Akzeptor-Stamm archaealer und eukaryotischer
tRNA*-Molekille neun Basenpaare umfasst (I0UDOVITCH und STEINBERG, 1999; MizUTANI und GOTO,
2000). Dajedoch der T-Stamm gleichzeitig auf vier Basenpaare reduziert ist, weist der aus diesen beiden
helikalen Abschnitten bestehende Akzeptor-Arm der L-Form wie bei den bakteriellen Vertretern dreizehn

Basenpaare auf.

4.3. Funktionalitat der sel-Genprodukte aus E. acidaminophilum in E. coli

Die Funktionalitét der E. acidaminophilum-Genprodukte Selenocystein-Synthase (selA), Selenocystein-
spezifischer Elongationsfaktor SelB (selB) und tRNA* (selC) in E. coli wurde durch Komplementation
des Defektes der entsprechenden E. coli-Mutanten AH819, WL81300 und MN1 Uberprift. Besonderes
Augenmerk galt dabel dem Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor SelB, da dieser eine Reihe von
Interaktionen mit anderen Komponenten, die am Prozess der Selenocystein-Inkorporation beteiligt sind,
eingeht, wobei hier die Bindung des SECIS-Elements der Selenoprotein-mRNA hervorgehoben werden
soll.

Jede der drei genannten Mutanten ist nicht mehr in der Lage, Selenocystein spezifisch in Selenoproteine
einzubauen, das betrifft in E. coli die drei Formiat-Dehydrogenasen FDH,, (Cox et al., 1981; ZINONI et
al., 1986), FDHy (Cox et al., 1981; BERG et al., 1991) und FDHqz) (SAWERS €t al., 1991; ABAIBOU et
al., 1995). Als MaR fir die Wiederherstellung der Fahigkeit zur Selenocystein-Inkorporation durch die
entsprechenden Gene aus E. acidaminophilum wurde hier die Synthese der Formiat-Dehydrogenase H
betrachtet. Deren Nachweis erfolgte durch die Bestimmung der Aktivitét im Rohextrakt unter
Verwendung des fur das FDHy-Isoenzym spezifischen, kinstlichen  Elektronen-Akzeptors
Benzylviologen (AXLEY et al., 1990; SAWERS, 1994).
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Das Enzym, dessen Expression unter anaeroben Bedingungen durch Formiat induziert, durch Elektronen-
Akzeptoren wie Sauerstoff, Nitrat und Nitrit dagegen reprimiert wird (PECHER et al., 1983; BIRKMANN &t
al., 1987), ist Bestandteil des Formiat-Hydrogen-Lyase-Komplexes. Native FDHy, ist wahrscheinlich ein
Monomer und identisch mit dem vom fdhF-Gen codierten, 80 kDa grof3en Seleno-Polypeptid (AXLEY et
al., 1990). Der Selenocystein-Rest an der Aminosaure-Position 140 des Proteins koordiniert gemeinsam
mit den Pterin-Cofactoren das Molybdan und ist wahrscheinlich direkt an der Katalyse beteiligt, indem er
das a-Proton des Formiats auf das benachbarte His(141) Ubertrégt (BOYINGTON et al., 1997). Die
entsprechende Cystein-Mutante wies gegeniiber dem Wildtyp-Enzym eine um den Faktor 300 verringerte
katalytische Konstante (k.y) auf, obwohl der K.-Wert gleichzeitig auf etwa ein Drittel reduziert war
(AXLEY et al., 1991). Auch frilhere Experimente mit Rohextrakten und partiell gereinigten Préparationen
ergaben flr das Selen-haltige Enzym eine bis zu 20-fach héher erscheinende Aktivitét als fir die Mutante
(ZINONI et al., 1987; AXLEY et al., 1991). Die Enzymaktivitat kann deshalb als Mal3 fir den Einbau von
Selenocystein in das Polypeptid herangezogen werden. Eine weitere Méglichkeit, das Selenoprotein
Formiat-Dehydrogenase H nachzuweisen, besteht in der radioaktiven Markierung durch Inkorporation
von "Selen, welches in Form von ["°Se]-Selenit dem Medium zugegeben wird. Zum Zeitpunkt der
Durchfihrung der hier beschriebenen Experimente war diese Substanz jedoch kommerziell nicht
erhdtlich.

Der selC-Defekt der Mutante E. coli MN1 konnte wie erwartet durch das entsprechende Gen aus
E. acidaminophilum komplementiert werden, im Rohextrakt wurde fast die gleiche FDH-Aktivitét
gemessen wie fir den Wildtyp-Stamm E. coli FM433 (s. 3.4.2., Tab. 9). Dabei ist alerdings zu beachten,
dass das heterologe selC-Gen auf einem high-copy-Plasmid (pUC18-Derivat) vorlag und die
entsprechende tRNA deshalb wahrscheinlich in wesentlich grof3erer Menge exprimiert wurde als die
E. coli-tRNAS® im Wil dtyp-Stamm, deren Anzahl etwa 200-350 Molekille pro Zelle betragt (DONG et al.,
1996; TORMAY et al., 1996).

Die Komplementation des selC-Defektes einer E. coli-Mutante (Stamm MN1 bzw. WL81460) konnte
auch fur die tRNA*-Spezies aus P. vulgaris (HEIDER et al., 1989), H. influenzae (WILTING et al., 1998),
D. baculatum und M. thermoacetica (TORMAY et al., 1994) nachgewiesen werden. Sogar die tRNAS* aus
Homo sapiens, die in der Primérstruktur stark von ihrem E. coli-Pendant abweicht, war in der Lage, die
FDHu-Aktivitét einer selC-Mutante von E. coli wiederherzustellen. Zudem konnte in vitro gezeigt
werden, dass die mittels T7-RNA-Polymerase synthetisierten Transkripte der tRNA5*-Spezies aus Homo
sapiens und Xenopus laevis durch die Seryl-tRNA-Synthetase aus E. coli aminoacyliert sowie
anschliefend durch die Selenocystein-Synthase in Selenocysteyl-tRNA® umgewandelt werden kénnen.
Auch die Bindung der beiden mit Selenocystein beladenen tRNAs durch den bakteriellen
Elongationsfaktor SelB wurde nachgewiesen (BARON et al., 1994).

Die zusétzliche Expression von selC aus E. acidaminophilum im Wildtyp-Stamm FM433 flhrte zu einer
Steigerung der FDH-Aktivitat gegenliber der Kontrolle mit pUC18 um ca. 25 %. Dieses Ergebnis steht
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im Einklang mit dem von TORMAY et al. (1996) beobachteten Effekt, dass die Uberproduktion der
homologen tRNA® in E. coli zu einer deutlich erhdhten UGA-Durchleserate fiihrte, im untersuchten
Beispiel einer chromosomal integrierten fdhF’'-'lacZ-Fusion betrug die Steigerung 100 %. An Hand
dieses Resultats wurde postuliert, dass die tRNA>* unter den getesteten Bedingungen ein limitierender
Faktor fur den Selenocystein-Einbau ist. MANSELL et al. (2001) beobachteten ebenfalls einen positiven
Einfluss der tRNAS*-Uberexpression auf die UGA-Durchleserate einer Plasmid-codierten lacZ-' fdhF’ -
luc-Fusion, eine Uberproduktion von RF 2 hatte hingegen den gegenteiligen Effekt. Beide Faktoren,

tRNAS* und RF 2, kompetieren um die UGA-Decodierung in einem dynamischen Prozess.

Uberraschenderweise wurde auch der Defekt der selB-Deletionsmutante E. coli WL81300 durch das
entsprechende Gen aus E. acidaminophilum komplementiert, alerdings nur in Verbindung mit der
homologen tRNA®*. Auf die FDH,-Aktivitat des Wildtyp-Stammes hatte das gleiche Plasmid (mit selB
und selC aus E. acidaminophilum) hingegen keinen signifikanten Einfluss. Bisher konnte nur fiir selB aus
H. influenzae eine Komplementation der entsprechenden Mutation in E. coli nachgewiesen werden
(WILTING et al., 1998). Offensichtlich ist jedoch auch SelB aus E. acidaminophilum in der Lage, sowohl
korrekt mit den E. coli-Ribosomen zu interagieren, as auch die Sekundéarstruktur der fdhF-mRNA zu
erkennen. Das lasst vermuten, dass die SECIS-Elemente in diesem Gram-positiven Organismus nach
ahnlichen Prinzipien aufgebaut sind wie in E. coli. Die Bindung der fdhF-Sekundéarstruktur durch den
heterologen Elongationsfaktor wird wahrscheinlich durch Homologien zwischen den Formiat-
Dehydrogenasen beider Organismen beglnstigt. Abbildung 34 verdeutlicht den hohen Grad der
Ubereinstimmung zwischen dem SECIS-Element des fdhF-Gens aus E. coli und den postulierten mRNA-

Sekundéarstrukturen der beiden in E. acidaminophilum identifizierten Formiat-Dehydrogenase-Gene.
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Abb. 34: Vergleich der postulierten mRNA-Sekundérstrukturen der Formiat-Dehydrogenase-Gene aus
E. acidaminophilum mit dem fdhF-SECIS-Element aus E. coli (HUTTENHOFER et al., 1996b; HUTTENHOFER
und Béck, 1998a). Nukleotide bzw. Basenpaare, die in der fir den Selenocystein-Einbau entscheidenden apikalen
Haarnadel struktur der (putativen) SECIS-Elemente aller drei Gene an vergleichbaren Positionen auftreten, sind grau
unterlegt. Das Selenocystein-codierende UGA ist fett hervorgehoben. Gezeigt ist nur der Bereich der mRNA-
Sekundérstrukturen stromabwarts vom UGA-Codon, mégliche Strukturen stromaufwérts von diesem sind nicht
berticksichtigt (vgl. 3.1., Abb. 2).

Nachdem der Uberwiegende Teil des selC-Gens von dem Plasmid, welches zur Komplementation des
sel B-Defektes der Mutante E. coli WL81300 in der Lage war, entfernt wurde (s. 3.4.1.), konnte durch das
verbliebene selB-Gen aus E. acidaminophilum alein die FDHy-Aktivitét nicht wiederhergestellt werden.
Das konnte bedeuten, dass die E. coli-eigene tRNAS® nur eine geringe Affinitét zum heterologen SelB
zeigt bzw. nicht korrekt mit diesem interagiert. Eine andere mogliche Erkl&rung fur die nicht beobachtete
Komplementation wére ein unginstiges stochiometrisches Verhaltnis von tRNA und Elongationsfaktor,
wenn das selB-Gen auf einem high-copy-Plasmid wie pUC18 vorliegt. Fur E. coli wurde gezeigt, dass
eine Uberproduktion von homologem SelB in einem Wildtyp-Stamm zu einer drastischen Verringerung
der Durchleserate einer chromosomal integrierten fdhF’ -’ lacZ-Fusion fiihrt, wobei dieser Effekt durch die
gleichzeitige Uberexpression von selC, dem tRNA*-codierenden Gen, nahezu vollstandig aufgehoben
werden konnte (TORMAY et al., 1996). Das gleiche Resultat wurde bei der Uberproduktion von SelB aus
D. baculatum in E. coli beobachtet, auch hier konnte die Reduzierung der Durchleserate durch die
parallele Uberexpression von E. coli-sel C riickgangig gemacht werden (TORMAY und BOck, 1997).

Das oben erwadhnte Plasmid, welches nach der Deletion von selC den Defekt der Mutante WL 81300 nicht
mehr komplementierte, obwohl es noch immer das intakte selB-Gen aus E. acidaminophilum enthielt,
flhrte im Wildtyp-Stamm E. coli FM433 nur zu einer geringen Reduktion der FDHy-Aktivitét (auf
86 %). Wurde zusétzlich das Gen der tRNAS® aus E. coli (LEINFELDER et al., 1988b) in dieses Plasmid
gebracht, so war zwar eindeutig eine Komplementation des selB-Defektes von E. coli WL81300
nachweisbar, allerdings betrug die gemessene Formiat-Dehydrogenase-Aktivitét nur ein Achtel des

Wertes, der mit dem urspriinglichen Plasmid (mit selB und selC aus E. acidaminophilum) im genannten
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Stamm erreicht wurde. Zusammen betrachtet sprechen diese beiden Beobachtungen dagegen, dass die
erwahnten stochiometrischen Effekte (Uberschuss an SelB) die Ursache fir die nicht beobachtete
Komplementation nach der sedC-Deletion sind. Vielmehr scheint der Elongationsfaktor aus
E. acidaminophilum zur tRNA>*® aus E. coli eine deutlich geringere Affinitdt aufzuweisen, as es
gegenlber der homologen tRNA der Fall ist. Moglich wére auch, dass die Interaktion der heterologen
tRNA mit dem Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum dessen Affininitét fir das SECIS-Element
nicht in der gleichen Weise zu erhthen vermag, wie es bei der tRNA aus dem gleichen Organismus der

Fall wére (THANBICHLER €t al., 2000).

Der sdA-Defekt der Mutante E. coli AH819 wurde ebenfals durch das entsprechende Gen aus
E. acidaminophilum komplementiert. Die Funktionalitdt in E. coli konnte bereits fir die Selenocystein-
Synthasen aus M. thermoacetica (KROMAYER et al., 1996) und H. influenzae (WILTING et al., 1998)
gezeigt werden. Interessanterweise bewirkte das gleiche Plasmid, welches den selA-Defekt
komplementierte, im Wildtyp-Stamm E. coli FM433 eine deutliche Verringerung der Aktivitét der
Formiat-Dehydrogenase H um fast 40 % im Vergleich zur Kontrolle mit pUC18. Neben dem
vollsténdigen Gen der Selenocystein-Synthase aus E. acidaminophilum (und dem C-terminalem Teil von
selD1) enthielt das getestete Plasmid auch den fir die Aminosduren 1-265 des Elongationsfaktors
codierenden Teil von selB. Fur E. coli konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung der Durchleserate
einer chromosomal integrierten fdhF’-’lacZ-Fusion auch durch die Uberproduktion von C-terminal
verkiirzten SelB-Molekiilen bewirkt wird, sofern diese noch in der Lage sind, Selenocysteyl-tRNAS® {iber
die N-terminalen, EF-Tu-homologen Domanen zu binden (TORMAY et al., 1996). Die kirzeste der
getesteten SelB-Varianten umfasste die Aminosauren 1-325, d. h. nur einen Teil von Doméne 3, die sich
bis Aminosiure 342 erstreckt (KROMAYER et al., 1996). Die Uberproduktion dieses Proteins hatte im
Vergleich zu komplettem SelB bzw. zu C-terminal weniger stark verklrzten SelB-Derivaten keine derart
drastischen Auswirkungen auf den Selenocystein-Einbau im E. coli-Wildtyp, die Durchleserate der fdhF’ -
"lacZ-Fusion wurde nur um 26 % reduziert. Dabei muss alerdings berlicksichtigt werden, dass das C-
terminal am stérksten verkirzte Protein auch eine deutlich niedrigere Expressionsrate aufwies as ale
anderen getesteten Varianten.

An Hand der Kristallstruktur eines terndren Komplexes, bestehend aus Phenylalanyl-tRNA™ aus Hefe,
EF-Tu aus Thermus aquaticus und einem GTP-Analogon (NISSEN et al., 1995) wurde nachgewiesen, dass
dle drei Domanen des Elongationsfaktors an der Wechselwirkung mit der tRNA beteiligt sind, wobei
eine zwischen den Doméanen 1 und 2 ausgebildete Spalte die Bindungsstelle fir das aminoacylierte 3'-
Ende darstellt, die Tasche fur die Aminoséure wird hauptséchlich durch Seitenketten der Doméne 2
geformt. Die Bindungsstelle fur das 5'-Ende der tRNA wird durch ale drei Doméanen gebildet, das
Zucker-Phosphat-Riickgrat des T-Arms interagiert mit Aminosauren der Doméane 3. Auf Grund der

Sequenzhomologien zwischen EF-Tu aus Thermus thermophilus bzw. E. coli und dem N-terminalen Tell
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der SelB-Sequenzen verschiedener Organismen wurde postuliert, dass der Selenocystein-spezifische
Elongationsfaktor die tRNA* auf dhnliche Weise bindet (HILGENFELD et al., 1996).

Der oben erwahnte N-terminale Bereich von SelB aus E. acidaminophilum (AS 1-265) enthielt die
kompletten Doménen 1 und 2 des Elongationsfaktors, jedoch nur die ersten drei Aminosauren von
Doméne 3. Falls eine Interaktion zwischen der Selenocysteyl-tRNAS* von E. coli und diesem Polypeptid
fr die Verringerung der FDH-Aktivitat im Wildtyp-Stamm verantwortlich war, so bleibt immer noch zu
klaren, weshalb intaktes SelB nicht diesen deutlichen Effekt zeigte. Eine mogliche Begriindung dafur
waére, dass das C-terminal verkirzte Protein vermutlich in wesentlich grof3erer Menge produziert wurde,
da auf dem entsprechenden Plasmid der vor selA postulierte Promotor vorhanden war, wahrend er auf
dem Plasmid mit dem kompletten selB-Gen fehlte, weil hier das Insert mitten in selA beginnt. Eine Rolle
kénnte auch spielen, dass Komplexe aus Selenocysteyl-tRNAS® und C-terminal verkiirztem SelB im
Gegensatz zu denen mit intaktem Protein nicht in der Lage sind, zur Inkorporation von Selenocystein
beizutragen.

Ein anderer Aspekt ist, dass E. coli-Zellen, die das erwdhnte Plasmid mit den Genen 'selD1, selA und
selB’ enthielten, eine deutlich verringerte Wachstumsgeschwindigkeit im Vergleich zu Zellen mit puC18
oder anderen Plasmiden mit sel-Genen aus E. acidaminophilum aufwiesen. Dieser Effekt wurde sowohl in
dem fir die Klonierung genutzten Stamm E. coli XL1-Blue MRF, als auch in den fir die
K omplementations-Experimente verwendeten Stammen AH819 und FM 433 beobachtet. M 6glicherweise
hatte das veranderte Wachstumsverhalten bzw. dessen Ursache einen Einfluss auf die Synthese der
Formiat-Dehydrogenase H, ohne dass ein unmittelbarer Zusammenhang zur Inkorporation von
Selenocystein in das Protein besteht. Alternativ wére ein negativer Effekt der Uberproduktion von

Selenocystein-Synthase auf die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation zu diskutieren.

4.4. SECI S-Elementein Selenoprotein-mRNASs aus E. acidaminophilum

Wahrend Daten iber mRNA-Sekundérstrukturen, die fur die Inkorporation von Selenocystein in Proteine
Gram-positiver Organismen verantwortlich sind, bisher kaum vorliegen, waren Struktur und Funktion des
fdhF-SECIS-Elements aus E. coli (s. 3.1., Abb. 2), speziell dessen Wechsewirkung mit dem
Elongationsfaktor SelB, Gegenstand einer ganzen Reihe von Untersuchungen.

In vitro konnte nachgewiesen werden, dass der aus den 17 Nuklectiden G;5-Cs; (UGA = +1) bestehende,
obere Bereich der fdhF-Sekundarstruktur durch SelB mit vergleichbarer Affinitdt und Spezifitdt gebunden
wird wie die gesamte Struktur (KROMAYER et al., 1996).

HEIDER et al. (1992) zeigten, dass die im Bereich der Schleife der Haarnadelstruktur lokalisierten
Nukleotide A, bis U, essentiell fir die in-vivo-Funktion des SECIS-Elements sind: der Austausch jeder
einzelnen Base fuhrte zu einer drastischen Verringerung des Selenocystein-Einbaus, im Vergleich zur
Wildtyp-mRNA war die Durchleserate des UGA-Codons einer *fdhF’ -’ lacZ-Fusion auf 1-7 % reduziert.

Einzig die Mutation von U, zu G oder A zeigte einen etwas schwéacheren Effekt (Rickgang auf 10 %
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bzw. 20 %). Das Basenpaar C,o-G,7 ist ebenfalls relativ spezifisch, ein G-C-Paar an dieser Position
verringerte die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation um 70 %. Eine Inversion der weiter basal
lokalisierten Basenpaare Gio-Cog, A1s-Usg, Gis-Cao Und Gi5-Cs; zeigte hingegen keine oder nur geringe
Auswirkungen auf die Durchleserate des UGA-Caodons (HEIDER et al., 1992; LIu et al., 1998). Essentidll
fr die Funktion ist jedoch ein U an Position 17, dieses muss ungepaart vorliegen (KLUG et al., 1997; Liu
et al., 1998). Die Nukleotide G,3, U4, U17 und U4 gehen wahrscheinlich eine direkte Interaktion mit SelB
ein (HUTTENHOFER et al., 1996b; L1 et al., 2000).

Obwohl die fdhF-mRNA sehr spezifisch durch die C-terminale Doméne des Elongationsfaktors SelB
erkannt wird, besitzt dieser durchaus das Potential, eine grofe Anzahl weiterer mRNA-Sequenzen zu
binden. Durch in-vitro-Selektion von Strukturen mit hoher Affinitét zu E. coli-SelB wurden aus einem
Pool zufalliger Sequenzen verschiedene Motive isoliert, die keine Ahnlichkeit zu den SECIS-Elementen
aus E. coli aufwiesen. Von 29 selektierten RNA-Fragmenten zeigten nur zwei deutliche Homologien zur
Haarnadelstruktur der fdnG- bzw. fdhF-mRNA. Die Ubrigen Sequenzen wiesen keinerlei Konsensus-
Motiv auf, fir einige von ihnen wurde jedoch die Fahigkeit zur Ausbildung einer Sekundéarstruktur
postuliert. Die Affinitéat zu SelB war z. T. mehr als 50-fach héher als beim fdhF-SECIS-Element, die
Mehrzahl der RNA-Fragmente wurde dabei durch die SelB-Domaéne 4b gebunden (KLUG et al., 1999).
Bei der in-vitro-Selektion SelB-bindender Sequenzen aus einem Pool, der von der mRNA-
Sekundéarstruktur des fdhF-Gens abgel eitet wurde, wiesen die meisten der isolierten Molekile (19 von 30)
die komplette apikale Haarnadelstruktur des SECIS-Elements in unveranderter oder nur leicht
abgewandelter Form auf. Die Ubrigen Motive enthielten entweder nur einige Elemente dieser Struktur
bzw. zeigten keine signifikanten Homologien zu Selenoprotein-mRNAS aus E. coli (KLUG et al., 1997).
Aus dieser zweiten Gruppe wurden drel Sequenzen, die in der Lage waren, eine Haarnadelstruktur
auszubilden, im korrekten Abstand zu einem UGA-Codon platziert und auf ihre in-vivo-Funktionalitat
untersucht. Allerdings bewirkte nur eines der Motive eine signifikante UGA-Durchleserate (17 % im
Vergleich zum fdhF-Wildtyp), und auch das erst, nachdem der apikale Teil dieser Struktur mit dem
unteren Bereich des fdhF-SECIS-Elements fusioniert wurde. Eine hohe Affininitét zu SelB und die
richtige Distanz zum UGA-Codon sind somit nicht die einzigen Voraussetzungen, die eine mRNA-
Sekundérstruktur erfillen muss, um als SECIS-Element zu fungieren. Md&glicherweise waren die
untersuchten Motive nicht in der Lage, die erforderliche Konformationsanderung in SelB, die in einer
Erhdhung der Ribosomen-abhangigen GTPase-Aktivitét resultiert, zu induzieren (HUTTENHOFER und
Bock, 1998b).

Die mRNA-Sekundarstrukturen, die unmittelbar stromabwarts vom Selenocystein-codierenden UGA der
bisher bekannten Selenoprotein-Gene aus E. acidaminophilum formuliert werden kénnen (s. 3.1., Abb. 2),
weisen mit einer Ausnahme (grdA) eine aus 15-20 Nukleotiden bestehende Haarnadel struktur auf, die in

einem Abstand von f bis dreizehn Nuklectiden zum UGA-Codon lokalisiert ist. Dieseist bel einigen der
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Selenoprotein-mRNAs Bestandteil einer groeren Sekundarstruktur, die sich zum Teil auch auf
stromaufwarts des UGA-Codons gelegene Basen erstreckt. Die offensichtlichen Gemeinsamkeiten der
postulierten Elemente beschranken sich mehr oder weniger auf die ahnliche zweidimensionale Struktur,
ansonsten gibt es kaum konservierte Elemente, die in allen Sequenzen auftreten. Guanin stellt die einzige
der vier Basen dar, die ausnahmdlos in jeder der postulierten Sekundéarstrukturen in der apikalen Schleife
zu finden ist, selbst wenn diese mit finf bzw. sechs Basen statt mit drei bzw. vier (wie in 3.1., Abb. 2)
formuliert wird. Ungepaarte Nukleotide im oberen helikalen Bereich weist nur die Struktur von prpU auf.
Wie bereits erwédhnt, sind grdAl und grdA2 die einzigen Gene, bei welchen die stromabwarts des
Selenocystein-Codons formulierte mRNA-Struktur keinerlei Ahnlichkeit zum fdhF-SECIS-Element
aufwies (s. 3.1, Abb. 2). Allerdings besteht die Moglichkeit, dass ein Grofdeil des in
E. acidaminophilum vorliegenden Selenoprotein A auf das unmittelbar stromaufwérts von grdBl
lokalisierte Gen grdA3 zurtickgeht (SONNTAG, 1998). Von diesem wurde bisher nur der C-terminale
Bereich kloniert, so dass keine Aussagen Uber Sekundarstrukturen 3' vom Selenocystein-Codon mdglich

sind.

Durch die Einfiihrung von Mutationen in die postulierten SECIS-Elemente der Gene grdB1, prxU und
selD1 konnte gezeigt werden, dass diese mRNA-Sekundarstrukturen tatséchlich fir den SelBg.-
abhangigen Einbau von Selenocystein in die entsprechenden Genprodukte essentiell sind (s. 3.8.2.). Im
Vergleich zu den erwdhnten Daten von HEIDER et al. (1992) fur Mutanten des fdhF-SECIS-Elements
hatten die hier vorgenommen Verénderungen in der apikalen Schleife der mRNA-Sekundarstrukturen der
drei untersuchten Gene einen weniger drastischen Effekt auf die Inkorporation von Selenocystein. Selbst
die Mutation von drel aufeinander folgenden Nukleotiden im Stamm der oberen Haarnadel struktur und
die daraus resultierende Auflosung der entsprechenden Basenpaare filhrte nicht zum vdlligen
Funktionsverlust. Anders als E. coli-SelB weist der Selenocystein-spezifische Elongationsfaktor aus
E. acidaminophilum offensichtlich eine relativ geringe Sequenz-Spezifitét bzw. eine gréf3ere Toleranz
gegenlber strukturellen Verénderungen in den SECIS-Elementen auf. Mégliche molekulare Ursachen
daf ir wurden bereitsin Abschnitt 4.2.2. diskutiert.

Die Tatsache, dass der negative Effekt der letztgenannten Mutationen durch zusétzliche Verdnderungen
auf der anderen 'Seite’ der apikalen Haarnadelstruktur (Einflhrung komplementérer Basen, s. 3.8.1,,
Abb. 23) kompensiert werden konnte (s. 3.8.2.), spricht daflr, dass die postulierten Strukturen zumindest
im apikalen Bereich tatséchlich die in-vivo-Situation widerspiegeln. Von besonderer Bedeutung ist dies
im Falle von grdB1, da hier fur den gleichen Bereich des Gens, also unmittelbar 3' vom UGA-Codon,
eine aternative Sekundarstruktur mit einem hoheren kalkulierten Betrag der Freien Energie formuliert
werden kann (Abb. 35). Auf der Grundlage dieser Struktur wére alerdings der positive Effekt der
zusétzlichen Mutation (Variante MR) nicht zu erkléren, dadiese hier im Gegensatz zur ersten Struktur die

Basenpaarungen, die in der Mutante M S aufgel st sind, nicht wiederherstellen wirde.
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Ahnlich stellt sich die Situation bei prpU dar, auch hier wurde eine zweite, scheinbar stabilere
Sekundéarstruktur berechnet. Auf Grund der fehlenden Homologie zu den postulierten SECIS-Elementen
der Ubrigen Sdenprotein-mRNAs aus E. acidaminophilum ist jedoch unwahrscheinlich, dass diese

Struktur fir den Selenocystein-Einbau relevant ist bzw. in vivo Uberhaupt existiert.

grdBl
Mutante MS Wildtyp Mutante MR
MutanteMS  Wildtyp  Mutante MR UAG UGC
C A [C U
GOu A-U
C-G U-G
GC G-C
U-A UU G
G-g—|G-C—|C-3E A-U
A~C A-U G-C
U-G )
8 X G- oil G- CU — | G+ =
U-A N
U-A A-U
5-UGAGGCAC-GAAA-3 5-C-G-3
Struktur 1 Struktur 2
(- 26,0 kJmal) (- 34,6 kJ/mol)
rpU Cc
prp GU 4
A G
A-UP
A-U
AUC-G
UaG-C
£
e Uc b
G Uy AC Cg
U-Gg® Ac.cA
C-G G U
8?\6 cC Ca
U-A
A U U-A
5-UGAGAUAUCAACGC-GAAA-3 5-C-G-3
Struktur 1 Struktur 2
(- 34,4 kJmal) (- 59,1 kd/mol)

Abb. 35: Alternative mRNA-Sekundérstrukturen der Gene grdB1 und prpU aus E. acidaminophilum. Die in
den Mutanten MS und MR von grdB1 vorliegenden Verénderungen sind grau markiert. Das Selenocystein-
codierende UGA st fett hervorgehoben. Die Anderung der Freien Energie wurde mit dem Programm MFOLD
kalkuliert.
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Der erwdhnte experimentelle Befund zeigt auerdem, dass analog zum fdhF-SECIS-Element nur die
apikalen Nukleotide der Sekundarstruktur (Haarnadelschleife plus angrenzende Basenpaare) spezifisch

flr die Funktion sind, fur die basalen Bereiche ist nur von Bedeutung, dass sie doppel strangig vorliegen.

Obwonhl die hier postulierten Sekundarstrukturen der Selenoprotein-mRNASs von grdB1, prxU und selD1
offensichtlich SECIS-Elemente darstellen, konnte in Gelretardations-Experimenten keine spezifische
Bindung des Elongationsfaktors aus E. acidaminophilum an entsprechende in-vitro-Transkripte
nachgewiesen werden. Nur bei sehr hohem Uberschuss an Protein wurde eine Komplexbildung
beobachtet, diese trat allerdings auch mit Transkripten auf, in denen zwei Basen in der postulierten
apikalen Haarnadel schleife ausgetauscht waren (s. 3.6.). Die gleichen Mutationen fhrten in vivo zu einer
deutlichen Verringerung der Sel Be,-abhéngigen Selen-Inkorporation in die entsprechenden Genprodukte
(s. 3.8.2). Dass in vitro dennoch kein Unterschied zur Bindung des Wildtyp-Transkripts beobachtet
wurde, kdnnte in der geringen Stringenz der verwendeten Puffer-Bedingungen (s. 2.17.) begrindet sein.
Auch fir E. coli-SelB wurde in Gelretardations-Experimenten eine Diskriminierung zwischen Wildtyp-
Transkript und einer Mutante, welche in vivo eine deutlich veringerte Selenocystein-Inkorporation
bewirkte, nur in einem Puffer mit hoher lonenstérke beobachtet (BARON, 1993; BARON €t al., 1993b).

Da SelB nicht bis zur Homogenitét gereinigt wurde (s. 3.5.2.2, Abb. 14), muss jedoch auch die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die beobachteten Komplexe durch eine unspezifische
Bindung der mRNA-Fragmente an kontaminierende Proteine zu Stande kamen. Bel |etzteren handelte es
sich moglicherweise um ribosomale Proteine, da fir E. coli-SelB eine enge Assoziation mit Ribosomen
beschrieben wurde (FORCHHAMMER et al., 1990).

Denkbar wére aber auch, dass sich die in grdB, prxU und selD1 eingefiihrten Mutationen weniger auf die
Bindung von SelB an die mRNA, sondern vielmehr auf die durch diese Wechselwirkung induzierte
Konformationsdnderung des Elongationsfaktors auswirkten (HUTTENHOFER und BOcCK, 1998b; s. 4.2.2)).
Das wirde die Diskrepanz zwischen den in-vitro-Daten und dem Verhalten der Mutanten in vivo
(deutlicher Rickgang der Selen-Inkorporation) erkléren.

Fir E. coli-SelB konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Selenocysteyl-tRNAS® die Affinitédt des
Elongationsfaktors zum fdhF-SECIS-Element deutlich erhéht (THANBICHLER et al., 2000).
Moglicherweise ist dieser Effekt in E. acidaminophilum wesentlich stérker ausgeprégt asin E. coli, was
erklaren wirde, warum in den Gelretardations-Experimenten erst bei sehr sehr hohem Uberschuss an
SelB eine Wechselwirkung mit den untersuchten Transkripten nachweisbar war und keine
Diskriminierung zwischen Wildtyp-Transkript und Mutante erfolgte. Fur weitere in-vitro-
Bindungsstudien mit dem Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktor aus E. acidaminophilum
empfiehlt sich deshalb die Zugabe der beladenen tRNA*,

Die gereinigten SelB-Doménen 4 und 4b zeigten in vitro keine Wechselwirkung mit den getesteten

MRNA -Fragmenten, allerdings wurde nicht untersucht, ob die Proteine korrekt gefaltet waren.
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Durch eine Trandationsfusion der Gene grdB1, prxU und selD1 mit gst und lacZ (s. 3.9.1.) konnte
gezeigt werden, dass ein Bereich, der zehn Nukleotide stromaufwérts und 50 Nukleotide stromabwaérts
des UGA-Tripletts umfasste und somit die postulierten mRNA-Sekundarstrukturen enthielt, fir eine
effiziente, SelBg,-abhangige Decodierung des Selenocystein-Codons ausreichend war (s. 3.9.2.). Die ds
Mal fir ein Durchlesen des UGA-Codons ermittelten b-Galactosidase-Aktivitéten entsprachen jeweils
35,5 % (selD1); 60,4 % (grdBl) bzw. 63,9 % (prxU) des Wertes, der mit der entsprechenden Cystein-
Mutante (Austausch von TGA gegen TGC) gemessen wurde, wobei im Falle von grdB ein geringer Teil
der Enzymaktivitdt auf eine interne Initiation der Tranglation stromabwérts vom Selenocystein-Codon
zurtickzuftihren sein konnte (s. 3.9.3.).

Fir die Trandationsfusion eines gréferen prxU-Fragmentes (28 Nukleotide stromaufwérts und 59
Nukleotide stromabwaérts des UGA-Codons) mit gst und lacZ konnte von GROBE (2001) ebenfalls eine
deutliche Erhéhung der b-Galactosidase-Aktivitét in E. coli festgestellt werden, wenn eine Coexpression
von selB und selC aus E. acidaminophilum erfolgte. Fur dieses Konstrukt wurde zudem durch in-vivo-
Markierung mit [°Se]-Selenit nachgewiesen, dass die Prasenz der beiden genannten Gene sowohl in
E. coli XL1-Blue MRF’, asauch in der selB-Mutante E. coli WL81300 zu einer Inkorporation von Selen
in das Fusionsprotein fihrte.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass analog zur Situation in E. coli die mRNA-
Sekundarstruktur 3' vom UGA das einzige Merkmal darstellt, welches in E. acidaminophilum fir die
Differenzierung zwischen einem Stopp- und einem Selenocystein-Codon verantwortlich ist. Der von
WAGNER (1997) vermutete zusdtzliche Zusammenhang zwischen einer Inkorporation von Selenocystein
an UGA-Tripletts in Selenoproteinen aus E. acidaminophilum (sowie anderen anaeroben, Gram-positiven
Aminosaure-Verwertern) und dem gehduften Auftreten der basischen Reste Arginin und Lysin im N-
terminalen Bereich dieser Polypeptide scheint nicht zu bestehen.

SUPPMANN €t al. (1999) beschrieben die SelB-abhéngige UGA-Codierung in E. coli as ineffizienten
Prozess, bedingt durch einen Abbruch der Translation am UGA-Codon. Indem sowohl Fusionsprotein als
auch Abbruch-Produkt durch Western-Blot-Analyse mit Anti-GST-Antikorpern quantifiziert wurden,
konnte fir eine Plasmid-codierte gst’-' fdhF’ -’ lacZ-Fusion die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation
gegeniber der Termination mit ca. 4-5 % ermittelt werden. Eine Uberproduktion von Selenocystein-
Synthase, SelB und tRNA* von einem zweiten Plasmid erhthte den Wert auf etwa 11 %.

Im Gegensatz dazu bestimmten MANSELL et al. (2001) in E. coli fur eine Plasmid-codierte lacZ-' fdhF' -
luc-Fusion deutlich héhere UGA-Durchleseraten von etwa 30-60 %, indem sie das Verhdtnis von
Luziferase-Aktivitét zu b-Galactosidase-Aktivitdt mit dem entsprechenden Wert fir eine Cystein (UGC)-
bzw. Tryptophan (UGG)-Mutante verglichen. Dabei wurde eine starke Abhéngigkeit der Effizenz der
Selenocystein-Inkorporation von der Wachstumsgeschwindigkeit der E. coli-Zellen beobachtet, eine
Verringerung der Wachstumsrate erhohte die Effizienz der UGA-Decodierung signifikant. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit fir die Bestimmung der SelBe,-abhangigen Durchleserate der gst'-
"lacZ-Fusionen von grdB1, prxU oder selD1 verwendeten Zellen (E. coli XL1-Blue MRF') zeigten unter
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den gegebenen Bedingungen (s. 2.16.1.) eine Verdopplungszeit von ca. 90 min. Diese relativ geringe

Wachstumsrate kdnnte sich durchaus positiv auf den Einbau von Selenocystein ausgewirkt haben.

In E. coli haben Sequenz und Struktur des Bereiches zwischen dem Selenocystein-Codon und der
apikalen, 17 Basen umfassenden Haarnadel struktur keinen entscheidenden Einfluss auf die Funktionalitét
des fdhF-SECIS-Elements. Selbst wenn die Ausbildung samtlicher Basenpaarungen in dieser Region
(Nukleotide C4 bis Cy4 und As; bis G4;) durch Mutationen verhindert wurde, hatte das keine gravierende
Verringerung der Selenocystein-Inkorporation zur Folge, dabel spielte es keine Rolle, welche * Seite’ des
Stammes verandert wurde. Mutationen im helikalen Bereich stromaufwérts des UGA-Codons, die zur
Aufl6sung von Basenpaarungen fuhrten, hatten ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die Funktion des
SECIS-Elements (LIU et al., 1998; Liu et al., 1999). Wahrend frihere in-vitro-Untersuchungen
nahelegten, dass die fdhF-Sekundérstruktur wahrend der Interaktion mit dem Ribosom intakt bleibt
(RINGQuUIST et al.,, 1994), sprechen neuere Daten fur eine partielle Entfaltung der Struktur
(HUTTENHOFER €t al., 1996a; MANSELL €t al., 2001), was ebenfalls darauf hindeutet, dass nur die oberere
helikale Region strukturiert sein muss.

Entsprechend vidfédltig falen auch bel den bisher bekannten Selenoprotein-Genen aus
E. acidaminophilum GroRe und Stabilitdt der postulierten mRNA-Sekundarstrukturen aus: diese
erstrecken sich bei fdhAl, fdhA2, selD1, selD2 und prxU auch auf Nukleotide 5 vom UGA, wahrend sie
sich im Falle von grdH und prpU im Wesentlichen auf das Pendant zur apikalen Haarnadelstruktur des
fdhF-SECI S-Elements beschranken.

Eine wichtige Rolle spielt hingegen die Distanz zwischen dieser oberen helikalen Struktur und dem
UGA-Codon, in der fdhF-mRNA sind es ef Nukleotide. Ein Mindestabstand zwischen dem
Selenocystein-Codon und der SelB-bindenden mRNA-Region ist wahrscheinlich notwendig, damit
letztere wahrend der UGA-Decodierung auf3erhalb der ribosomalen mRNA-Bindungstasche lokalisiert
bleibt (HUTTENHOFER €t al., 1996a). Die Deletion von drei Basenpaaren (G;-Cag, Gg-Usg und Co-Gy7) in
diesem Bereich bewirkte den vollstdndigen Verlust der in-vivo-Funktion, die Insertion von drei
zusétzlichen Basenpaaren zwischen G;-Csy und Gg-Usg fllhrte zur Verringerung der Durchleserate um
50 % im Vergleich zum Wildtyp (HEIDER et al., 1992). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen LIU et al.
(1998), wobei hier der Einfluss des Abstandes zwischen apikaler Haarnadelstruktur und Selenocystein-
Codon an einer Mutante des fdhF-SECIS-Elements, in der alle Basenpaarungen in diesem Bereich
eliminiert waren (s. 0.), untersucht wurde. Die Deletion von drei Nukleotiden unmittelbar stromabwaérts
vom UGA reduzierte hier die Durchleserate ebenfalls um ca. 50 %, den gleichen Effekt hatte die Insertion
von drei Nukleotiden an dieser Position. Wurden hingegen sechs Nukleotide entfernt oder eingefiigt,
flhrte das zum kompletten Funktionsverlust. In einem anderen Versuchsansatz (CHEN et al., 1993) wurde
das UGA-Codon schrittweise um ein Basentriplett stromaufwarts versetzt und an der urspriinglichen
Position ein Cystein-Codon (UCA) eingesetzt, der Bereich der mRNA-Sekundérstruktur 3' vom UGA
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blieb somit unbeeinflusst. Eine Verschiebung um ein Triplett reduzierte die Durchleserate auf 76 9%,
wurde das UGA um sechs Nukleotide versetzt, betrug diese nur noch 20 % im Vergleich zum Wildtyp-
Element. An Position -3 war wieder eine leichte Erhéhung der Durchleserate (gegeniiber Position —2) zu
beobachten, dieser Effekt war jedoch auf eine unspezifische, Selen-unabhangige Suppression
zurtickzufthren.

In den Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum betrégt die Distanz zwischen UGA-Codon und der
oberen helikalen Region der postulierten mRNA-Sekundérstrukturen elf bis dreizehn Nukleotide, dieser
Wert liegt somit in einem Bereich, der im Falle des fdhF-Gens eine effiziente Inkorporation von
Selenocystein ermdglichte. Dass fir eine gst’-'selD1'-’lacZ-Fusion eine deutlich geringere SelBe.-
abhéngige UGA-Durchleserate bestimmt wurde als fir die entsprechenden grdB1- und prxU-Konstrukte
(s. 3.9.2), konnte in diesem Merkmal begriindet sein, da der erwdhnte Abstand hier dreizehn Basen
betragt, was wahrscheinlich weniger optimal ist als die elf bzw. zwolf Nukleotide bei prxU und grdB1.

Eine nicht unbedeutende Rolle fir die in-vivo-Funktion der SECIS-Elemente aus E. coli wurde
urspringlich auch dem unmittelbar stromabwaérts des Selenocystein-Codons lokalisierten Nukleotid
zugeschrieben. Durch cross-linking-Experimente konnte gezeigt werden, dass die drei Basen, die einem
UGA-Codon folgen, ebenfalls mit RF 2 interagieren und dessen Funktion beeinflussen (POOLE et al.,
1998). Den deutlichsten Effekt bt das Nukleotid unmittelbar 3' des Stopp-Codons aus, die Effizienz der
Termination steigt in der Reithenfolge C < A < G < U (POOLE et al., 1995; TATE und MANNERING, 1996).
In alen drei Formiat-Dehydrogenase-Genen von E. coli befindet sich an der entsprechenden Position ein
Cytosin, die Sequenz UGAC besitzt in diesem Organismus bel Betrachtung aller drei Stopp-Codons
(UAA, UAG und UGA) und Beriicksichtigung der jeweils folgenden Base die geringste Terminations-
Aktivitat aller zwolf moglichen Varianten, das effektivste Signal ist UAAU. Allerdings konnten HEIDER
et al. (1992) zeigen, dass die Effizienz der Selenocystein-Inkorporation nicht gravierend herabgesetzt ist,
wenn das UGA einer fdhF’' -’ lacZ-Fusion durch ein anderes Stopp-Codon (UAA oder UAG) ausgetauscht
wird, vorausgesetzt natiirlich, es erfolgt eine entsprechende Anpassung des Anticodons der tRNAS®
(Mutation zu UUA bzw. CUA). Die Durchleserate verringerte sich in diesen Féllen auf ca. 82 % (UAA)
bzw. 68 % (UAG) im Vergleich zur Wildtyp-Situation. Auch ein Austausch des Cytosins unmittelbar 3'
vom UGA gegen ein Guanin (LIU et al., 1998) oder ein Uracil (MANSELL et al., 2001) hatte relativ

geringe Auswirkungen auf die Effizienz der UGA-Decodierung.

Andererseits scheint die Position stromabwarts vom UGA jedoch eine Rolle unter Bedingungen des
Selen-Mangels zu spielen. Abgesehen von der SECIS-abhéngigen Erkennung durch die tRNAS® kénnen
UGA-Codons in E. coli auch durch RNA™ mit dem Anticodon CCA gelesen werden (HIRSCH und
GoLD, 1971), in geringem Male scheint auch eine Erkennung durch eine Cystein-spezifische tRNA
moglich (GARCIA und STADTMAN, 1992; DORING et al., 2001). Eine sehr hohe UGA-Durchleserate
konnte auch fir tRNA™ aus Bacillus subtilis gezeigt werden (MATSUGI et al., 1998). In E. coli ist die
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Effizienz der UGA-Decodierung durch Tryptophan-Einbau stark vom unmittelbar stromabwarts
lokalisierten Nukleotid abhangig. Die Durchleserate steigt in der Reihenfolge U < C < G < A deutlich an,
das gilt sowohl fiir die Decodierung durch eine Suppressor-tRNA, als auch fiir das durch native tRNA™
vermittelte Durchlesen (KoPELOWITZ et al., 1992). Zu dhnlichen Ergebnissen kamen LiU et al. (1999)
sowie SANDMAN und NOREN (2000) bei der Untersuchung, welchen Einfluss speziell der UGA-Kontext
des fdhF-SECIS-Elements auf den Selenocystein-Einbau bzw. auf die Selen-unabhéngige Durchleserate
hat. Ein Purin unmittelbar stromabwaérts des UGA-Codons fihrte dazu, dass die Decodierung durch die
Tryptophan-spezifische tRNA mit dem Einbau von Selenocystein konkurriert, letzterer Gberwiegt bei
ausreichendem Selen-Angebot. Befindet sich dagegen ein Pyrimidin an der entsprechenden Position, so
erfolgt auch bei Selen-Mangel keine bzw. nur eine geringfligige Suppression.

In den bisher identifizierten Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum findet sich nur bei den beiden
Formiat-Dehydrogenasen ein Pyrimidin (C) unmittelbar 3 vom UGA, ansonsten dagegen ein Purin:
Adenin bei grdA, in allen anderen Féllen Guanin (Tab. 16).

Tab. 16: Merkmale der postulierten SECIS-Elementein Selenoprotein-mRNAsvon E. acidaminophilum

Gen Base 3 vom UGA Aminosaure an Position -2 Aminosaure an Position -1
fdhAl C Arg Leu
fdhA2 C Arg Leu
grdAl A Phe Va
grdBl G Thr
grdF G Ser Thr
grdH G Thr
prxU G Phe Va
selD1 G Ser Gly
selD2 G Ala Gly
prpuU G Ala Thr

Fir das Verhaltnis von Durchlesen und Termination am Stopp-Codon UGA spielenin E. coli neben dem
stromabwarts lokalisierten Nukleotid auch die beiden stromaufwérts gelegenen Tripletts eine Rolle,
wobei hier die Wirkung jedoch nicht auf der Ausbildung bestimmter Strukturen sondern auf den codierten
Aminosauren beruht. Basische und hydrophile Seitenketten an der Position - 2 (Selenocystein = Position
+1) begingtigen im Allgemeinen die Termination, saure und vor allem hydrophobe Reste dagegen das
Durchlesen. Im Gegensatz dazu korreliert der Einfluss der Aminosdure an der Position - 1 auf die UGA-
Decodierung nicht mit deren Ladung oder Hydrophobizitét, entscheidend ist hier vielmehr die Tendenz zu
bestimmten Sekundérstrukturen im Protein. Aminosauren, welche die Aushildung einer a-Helix oder
eines b-Faltblattes fordern, begiinstigen in der Regel die Termination, wahrend die Tendenz zur Bildung
von b-Schleifen mit einer Erhdhung der Durchleserate einhergeht (MOTTAGUI-TABAR €t al., 1994,

BJORNSSON et al., 1996). Die Wirkung der beiden Aminosduren ist kooperativ, wobei der Effekt einer
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Position dominant sein kann. Die oben genannten Regeln konnten auch fiir das Selenocystein-Codon des
fdhF-Gens aus E. coli bestétigt werden, hier bewirkt Arginin an Position —2 in Verbindung mit Valin an
Position - 1 eine Unterdriickung des Durchlesens bei Selen-Mangel (L1U et al., 1999).

Falls diese Abhangigkeiten auch auf Gram-positive Organismen wie E. acidaminophilum Gbertragbar
sind, weisen von den in diesem Organismus bisher identifizierten Selenoproteinen nur die Genprodukte
von fdhAl und fdhA2 eine Sequenz auf, die ein Selen-unabhangiges Durchlesen eindeutig einschrankt
(s. Tab. 16): an Position - 2 befindet sich wie in der fdhF-mRNA ein Arginin-Codon, danach folgt Leucin,
dieses hat anndhernd den gleichen Effekt wie das Vain-Codon in der fdhF-Struktur. Im prpU-
Genprodukt hingegen tendiert die Kombination der Aminosduren Alanin (- 2) und Threonin (- 1) eher zur
Erhothung der Durchleserate, ahnliches gilt auch fir die Genprodukte von grdB1, grdF und grdH mit
Serin an Position -2 und Threonin an Position -1, wobei hier der positive Effekt der vorletzten
Aminosaure (Serin) deutlich geringer ist als bel prpU (Alanin). Einen stark gegenlaufigen Einfluss weisen
Phenylalanin an Position -2 und Valin an Position -1 wie im Selenprotein A (grdAl) und im
Peroxiredoxin (prxU) auf. Bel dieser Kombination ist unklar, ob einer der beiden Effekte dominiert.
Schwierig ist auch eine Aussage fir die beiden selD-Gene, in deren Produkten N-terminal vom
Selenocystein die Aminosauren Serin (-2) und Glycin (- 1) lokalisiert sind. Einerseits variierte der
Einfluss von Glycin an dieser Position stark in Abhangigkeit von dem davor liegenden Rest, aul3erdem
spielt in diesem Fal vermutlich nicht nur die Aminosaure selbst eine Rolle, sondern auch das
entsprechende Codon bzw. durch welche Glycin-spezifische tRNA dieses erkannt wird.

Insgesamt zeigen die postulierten SECIS-Elemente der bekannten Selenoprotein-Gene aus
E. acidaminophilum keine eindeutige Tendenz, das unspezifische, Selen-unabhéngige Durchlesen des
UGA-Codons zu minimieren, vorausgesetzt natlrlich, dass die fir E. coli beschriebenen Effekte der
umgebenden Sequenzen auf den Gram-positiven Organismus Ubertragbar sind. In diesem Zusammenhang
sollte nochmals erwdhnt werden, dass Selenocystein in der Regel im aktiven Zentrum von
Selenoproteinen lokalisiert ist, wodurch die biophysikalischen Eigenschaften der umgebenden
Aminosauren relativ starken Zwangen unterliegen kdnnen. Aul3erdem konnte eine Rolle spielen, dass eine
adaguate Selenversorgung offensichtlich essentiell fir das Wachstum von E. acidaminophilum ist,
unabhéngig von den angebotenen Substraten (WAGNER, 1997). Eine Unterdriickung des unspezifischen,
Selen-unabhangigen Durchlesens von Selenocystein-Codons wére dadurch mdglicherweise von
geringerer Bedeutung als fir einen Organismus wie E. coli, der nur unter bestimmten Bedingungen die

Selen-haltigen Formiat-Dehydrogenasen exprimiert.

Auch wenn unklar ist, ob der UGA-Kontext in E. acidaminophilum ebenfalls die angesprochenen Effekte
zeigt, so spielt er doch auf jeden Fall eine Rolle bei der heterologen Expression von Selenoprotein-Genen
aus diesem Organismus in E. coli. Fir die Trandationsfusionen des SECIS-Elemente-umfassenden
Bereichs der Gene prxU und selD1 mit gst (stromaufwarts) und lacZ (stromabwaérts) konnte in E. coli in

Abwesenheit der Gene selB und selC aus E. acidaminophilum keine auffallend hohe UGA-Durchleserate
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festgestellt werden (1,6 % bzw. 3,6 % [-Galactosidase-Aktivitat im Vergleich zur Cystein-Mutante, s.
3.10.2). Unter der Annahme, dass die beobachteten hohen 3-Galactosidase-Aktivitdten im Falle der gst’-
'grdB1’-'lacZ-Fusion hauptsachlich durch einen internen Trandationsstart stromabwaérts des UGA-
Codons zustande kamen, lag auch hier die Durchleserate dieses Codons (laut Western-Blot mit Anti-
GST-Antikérpern, s. 3.9.3.) ungefahr in dem gleichen Bereich wie bei selD1.

Im Gegensatz dazu wurden bei der Expression der Gene grdB1 und prxU als Strep-tag |I-Fusionen in
E. coli XL1-Blue MRF Proteine der entsprechenden Grof3e im Western-Blot nachgewiesen (REUTER,
2000; SOHLING et al., 2001; s. 3.7.1.), obwohl keine nennenswerte Inkorporation von Selenocystein
erfolgte (s. 3.7.4.). Offensichtlich wurde das UGA-Codon unter diesen Bedingungen in erheblichem
Mal3e supprimiert. Besonderes ausgepragt war dieser Effekt bei prxU, wo auch in E. coli WL81300 grof3e
Mengen des Genproduktes nachweisbar waren. Anders als bei den entsprechenden Fusionen mit gst und
lacZ erscheint hier jedoch ein Vergleich der UGA-Durchleserate der drei Gene grdB1, prxU und selD1
wegen der nicht einheitlichen Bedingungen bel der Expression als Strep-tag I1-Fusionsproteine wenig
sinnvoll. So wurden zwei verschiedene Vektoren verwendet, was wiederum eine mogliche Ursache dafr
darstellte, dass selbst fur die Cystein-Mutanten unterschiedliche Expressionsraten beobachtet wurden.
Auch das stark abweichende Wachstumsverhalten der Kulturen nach Induktion der heterologen
Genexpression steht vermutlich damit im Zusammenhang. Wie bereits erwahnt, hat die
Wachstumsgeschwindigkeit von E. coli einen signifikanten Einfluss auf die Inkorporation von
Selenocystein, eine geringe Wachstumsrate erhoht die Effizienz dieses Prozesses im Vergleich zur
Termination (MANSELL et al., 2001). Da fur diesen Effekt offenbar eine Verringerung des Ribosomen-
assoziierten Anteils an RF 2 eine wichtige Rolle spielt (ADAMSKI et al., 1994), sollte sich eine reduzierte
Wachstumsgeschwindigkeit auch auf das Selen-unbhéngige Durchlesen des UGA-Codons positiv
auswirken. Das konnte eine Ursache fur die in dieser Hinsicht beobachteten Unterschiede zwischen den
drei Genen, aber auch zwischen der Expression als Srep-tag Il-Fusionsproteine und als gst’-'lacZ-

Fusionen darstellen.

4.5. Heter ologe Expression von Selenoproteinen in E. coli

In den E. coli-Stdmmen XL1-Blue MRF und WL81300 (DselB) konnte bei der Expression der Gene
grdBl (Selenoprotein B der Glycin-Reduktase), prxU (Seleno-Peroxiredoxin) und selD1
(Selenophosphat-Synthetase) as Srep-tag II-Fusion ein signifikanter Einbau von ™Selen in die
Genprodukte nachgewiesen werden, wenn selB und selC aus E. acidaminophilum coexprimiert wurden
(s. 3.7.4., Abb. 22). Das bestétigte die in den Komplementationsversuchen nachgewiesene Funktionalitét
des Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors aus diesem Gram-positiven Organismus in E. cali.
Ohne E. acidaminophilum-SelB und die entsprechende tRNA® konnte in E. coli XL1-Blue MRF’ nur
eine geringfugige radioaktive Markierung der oben genannten Proteine beobachtet werden. Beglinstigt

durch die im Western-Blot vor allem fur prxU beobachtete, hohe SelB-unabhangige Expressionsrate
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(s. 3.7.1., Abb. 17) konnte dabei trotz Zugabe von Cystein ein Teil dieser Markierung auf einen
unspezifischen Einbau tber den Weg der Cystein-Biosynthese (MULLER et al., 1997) zurlickzufiihren
sein. In Folge der geringen Sequenzhomologie zu den SECIS-Elementen der Gene fdhF und fdnG aus
E. coli (Abb. 36) findet offensichtlich keine effektive Interaktion zwischen den mMRNA-
Sekundéarstrukturen von grdB1, prxU sowie selD1 und dem Elongationsfaktor SelB aus E. coli statt.
Analoge Versuche zur Expression der Formiat-Dehydrogenase aus E. acidaminophilum (fdhAl-
Genprodukt) in E. coli blieben ebenfalls erfolglos (GRANTZDORFFER, 2000), obwohl hier eine Erkennung
der entsprechenden mRNA-Struktur durch den Elongationsfaktor aus E. coli eher zu erwarten war (s. 4.3.,
Abb. 34). Dieim Western-Blot detektierten Fragmente lief3en jedoch auf eine Termination der Translation
am UGA-Codon schlief3en (eine in-vivo-Markierung mit Selen erfolgte in diesem Falle nicht).

Zu beachten ist dabei allerdings, dass in den beschriebenen Experimenten vermutlich ein ungiinstiges
stéchiometrisches Verhdltnis zwischen der Selenoprotein-mRNA und den anderen Komponenten des
quaternédren Komplexes gegeben war (TORMAY et al., 1996; s. 4.3.), bedingt durch die starke
Transkription der Gene von einem in hoher Kopienzahl vorliegenden Expressionsvektor (pASK-IBA3-
bzw. pASK-IBA5-Derivat). Eine gleichzeitige Uberexpression der E. coli-eigenen Gene selA, selB und
selC kdnnte den Anteil an Selenocystein, der eventuell durch den Elongationsfaktor aus E. coli spezifisch
in die Genprodukte von grdB1, prxU und selD1 inkorporiert wurde, signifikant erhthen (ARNER et
al.,1999; s. u.).

In friheren Studien zur heterologen Expression von Selenoprotein A der Glycin-Reduktase aus dem mit
E. acidaminophilum sehr eng verwandten Organismus Clostridium sticklandii konnte zwar gezeigt
werden, dass ca. 10 % des in E. coli synthetisierten Proteins in enzymatisch aktiver Form vorlagen,
adlerdings wurde dieser Anteil einer tRNA®S-vermittelten, unspezifischen Inkorporation von
Selenocystein zugeschrieben (GARCIA und STADTMAN, 1992). Aus der Sequenz des entsprechenden Gens
(grdA) konnte zudem 3' vom Selenocystein-codierenden UGA keine stabile mRNA -Sekundérstruktur mit
Homologien zum SECIS-Element der fdhF-mRNA aus E. coli abgeleitet werden.

Die erfolgreiche heterologe Expression eines Selenoproteins in E. coli wurde dagegen fur die
Selenophosphat-Synthetase aus H. influenzae beschrieben (WILTING et al., 1998). Die stromabwarts vom
UGA-Codon der selD-mRNA postulierte Sekundarstruktur zeigt zwar einen dhnlichen Aufbau wie das
SECIS-Element des fdhF-Gens, weicht von diesem aber in der Sequenz in vielen Positionen ab (Abb. 36),
wobei die meisten dieser Unterschiede, isoliert betrachtet, eine korrekte Wechselwirkung mit dem
Elongationsfaktor SelB aus E. coli verhindern wirrden (HEIDER et al., 1992; Liu et al., 1998; s. 4.4.)
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Abb. 36: Vergleich der fdhF- und fdnG-SECIS-Elemente aus E. coli (HUTTENHOFER et al., 1996b;
HUTTENHOFER und Bock, 1998a) mit den postulierten mRNA-Sekundérstrukturen der Gene selD aus
H. influenzae (WILTING et al., 1998) und hydV aus D. baculatum (TORMAY und B&ck, 1997) sowie grdB1,
prxU und selD1 aus E. acidaminophilum. In Analogie zum fdnG-Element aus E. coli wurden die Strukturen von
grdB1 und selD1 hier im Gegensatz zu Abb. 2 (3.1.) mit finf ungepaarten Nukleotiden in der oberen Haarnadel-
schleife dargestellt. Hellgrau unterlegte Basen sind im apikalen Bereich beider E. coli-Strukturen identisch.
Nukleotide, die in den apikalen Haarnadelstrukturen der (putativen) SECIS-Elemente aus H. influenzae, D.
baculatum und E. acidaminophilum an vergleichbaren Positionen wie in den fdhF- und fdnG-Strukturen auftreten,
sind ebenfalls grau markiert. Das Selenocystein-codierende UGA st fett hervorgehoben. Gezeigt ist nur der Bereich
der mRNA-Sekundéarstrukturen stromabwérts vom UGA-Codon, mdgliche Strukturen stromaufwarts von diesem
sind nicht berticksichtigt.

Auch die mRNA-Sekundarstruktur des fdhF-Gens aus Enterobacter aerogenes ermoglichtein E. coli die
Inkorporation von Selenocystein an dem entsprechenden UGA-Codon (HEIDER et al., 1991), was
dlerdings auf Grund der auRerst grofRen Homologie zum fdhF-SECIS-Element aus E. coli auch zu
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erwarten war. Die apikale Haarnadelstruktur, bestehend aus 17 Nukleotiden, ist bei beiden Sequenzen
sogar vollig identisch, der Abstand zum UGA-Codon betragt auch bei E. aerogenes elf Nukleotide
(HUTTENHOFER und BOCK, 19984).

Verglichen mit dem postulieten SECIS-Element der selD-mRNA aus H. influenzae weist die
entsprechende mMRNA-Sekundéarstruktur des hydV-Gens aus D. baculatum, welches fir die grof3e
Untereinheit einer periplasmatischen Hydrogenase codiert, deutlich gréf3ere Homologien zum fdhF-
SECIS-Element auf (Abb. 36). Dennoch konnte in E. coli keine Inkorporation von Selenocystein in ein
hydV’ -’ lacZ-Fusi onsprotein nachgewiesen werden, obwohl in vitro eine Bindung von E. coli-SelB an den
entsprechenden Bereich der hydV-mRNA erfolgte, allerdings mit 5-10-fach geringerer Affinitét als an das
fdhF-SECIS-Element (TORMAY und Bock, 1997).

Im Gegensatz zur heterologen Expression von Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum konnte in
E. coli auch durch die Coexpression von selB und selC aus D. baculatum kein Einbau von Selenocystein
in das hydV-Genprodukt erreicht werden. Da die Bildung des quaterndren Komplexes zwischen SelB,
GTP, Selenocysteyl-tRNA®* und hydV-mRNA nachgewiesen wurde, konnte die Ursache firr die nicht
erfolgte Inkorporation von Selenocystein darin bestehen, dass der heterologe Elongationsfaktor nicht
korrekt mit dem E. coli-Ribosom interagiert (TORMAY und BOCK, 1997).

Abgesehen von der erfolgreichen Expression des Gens der Selenophosphat-Synthetase aus H. influenzae
erfolgte die Produktion fremder Selenoproteine in E. coli zumeist durch Einfihrung des fdhF-SECIS-
Elements in das entsprechende Gen. Auf diese Weise konnte eine Inkorporation von Selenocystein in die
a-Untereinheit der F4o-reduzierenden Formiat-Dehydrogenase aus Methanobacterium formicium erreicht
werden (HEIDER und BOcK, 1992). Dieses Enzym, codiert vom Gen fdhA, zeigt deutliche Homologien
zum fdhF-Genprodukt aus E. coli, enthdlt aber an Stelle des Selenocysteins ein Cystein. Nach Mutation
des entsprechenden TGC-Codons zu TGA erfolgte in E. coli der Einbau von Selenocystein an dieser
Position, wenn die Sequenz stromabwaérts davon so gedndert wurde, dass eine mRNA -Sekundarstruktur
ausgebildet werden konnte, die in ihrem oberen Bereich identisch mit dem fdhF-SECIS-Element war.
Bedingt durch die hohe Homologie des Enzyms zur Formiat-Dehydrogenase H aus E. coli énderte die
Einflihrung dieser Struktur die Aminosaure-Sequenz nur an zwei Positionen.

Anaog erfolgte in E. coli die Expression einer pflanzlichen Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-
Peroxidase (cit-PHGPx), welche im Gegensatz zum Sauger-Enzym Cystein statt Selenocystein im aktiven
Zentrum enthdlt, als Selenoprotein, nachdem ebenfalls das Cystein-Codon (TGT) zu TGA mutiert und
eine mRNA-Sekundarstruktur mit hoher Homologie zum fdhF-SECIS-Element in das Gen eingefligt
wurde (HAZEBROUCK et al., 2000). Letzteres war in diesem Fall allerdings nur auf Kosten deutlicher
Anderungen der Proteinsequenz zu erreichen: sieben Aminosiuren wurden ausgetauscht, eine sogar
deletiert.
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Auch ARNER et al. (1999) beschrieben die erfolgreiche Expression eines eukaryotischen Selenoproteins,
der Thioredoxin-Reduktase der Ratte, in E. coli. Eine Besonderheit dieses Proteins ist die Lokalisation
des Selenocysteins direkt vor der C-terminalen Aminosdure. Dadurch war es mdglich, ein nur
unwesentlich modifiziertes fdhF-SECIS-Element stromabwarts vom Selenocystein-codierenden TGA in
das Gen einzufligen, ohne wie bei der oben erwahnten Expression der cit-PHGPx die Aminosdure-
Sequenz des Proteins zu verandern. Auf diese Weise konnten unter aeroben Bedingungen grof3e Mengen
an enzymatisch aktivem Protein exprimiert und gereinigt werden, die hdchste spezifische Aktivitét wurde
bei gleichzeitiger Uberxpression der E. coli-eigenen Gene selA, selB und selC erreicht, sie betrug 22 %
der Aktivitdt des nativ gereinigten Enzyms. Durch Massenspektroskopie konnte gezeigt werden, dass
neben dem gewiinschten Produkt auch C-terminal verkirztes und somit inaktives Protein, welches durch
Termination am UGA-Codon enstand, isoliert wurde. Die Prasenz dieses Abbruch-Produktes war
vermutlich fur die geringere spezifische Aktivitét des rekombinanten Enzyms verantwortlich.

Bel Selenoproteinen aus E. acidaminophilum bietet sich eine Anwendung der genannten Strategie vor
alem fur die Formiat-Dehydrogenase-Gene fdhAl und fdhA2 an, da hier bereits eine hohe Homologie
zur E. coli-Sequenz besteht. Die Einfuhrung des apikalen Teils des fdhF-SECIS-Elements wére hier mit
dem Austausch von zwei Aminosduren verbunden: Ala(359)® His und Thr(360)® Pro im fdhAl-
Genprodukt. Werden nur die Nukleotide U;; sowie Cy -Gy (UGA = +1), die spezifisch fur die
Wechselwirkung mit E. coli-SelB sind (HEIDER et al., 1992; KLUG et al., 1997; Liu et al., 1998; LI et al.,
2000; s. 4.4.) exakt tbernommen und die Ausbildung von Basenpaarungen Nis-Nz;, Nig-Nsg, Nig-N2g und
N19-N2g analog zur fdhF-Struktur erméglicht, so lassen sich die Veranderungen in der Proteinsequenz auf
einen Aminosaure-Austausch reduzieren, entweder Ala(359)® His oder Ala(356)® Pro (Abb. 37 B).
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>> >>>> <<<<<<
A fdhF 5’ - UGACACGGECCCAUCGEUUGCAGEUCUGCACCAAUCCEUCGEEU- 3
U HGPSV AGLUHZOQSVG

>>>>>>> <<<<<<<
B fdhAl,, 5’ - UGACAUGCUUCCACUGUUGCAGEUCUUGCAACAACACTTGEA- 3

UHASTVAGLATTUL G

l

>> >>>> <<<<<<
fdhAl.,-SE1 5’ - UGACAUGCUUCCACCEUUCCAGEUCUECACCCAACACTTCGA- 3
UHASTVAGLMHZPTIL G

>> >>>> <<<<<<
fdhAl.,-SE2 5’ - UGACAUGCUUCCACUGUUCCAGEUCUECACACAACACTTGCGA- 3
UHASTVAGLUHTTUL G

>> >>>> <<<<<<
fdhAl.,-SE3 5’ - UGACAUGCUUCCACUGUGCCAGEUCUECCCACAACACT TCGA- 3
UHASTVZPGLATTILG

C grdAl,, 5’ - UGAACAGCUGCUGGEUGCAAUGEACCUAGAGAAUCAGAAUAGS: 3
UuTAAGAMDTULENGQNR

|

>> >>>> <<<<<<
grdAl,,-SE1 5" - UGAACAGCUGCUGGEEAUUGEAGEUCUCCACCAUCAGAAUAGG: 3
uTAAGVAGLHMHQNR
>> >>>> <<<<<<
grdAl.,-SE2 5" - UGAACAGCUGCUGEUAUUCCAGEUCUCGAGAAUCAGAAUAGG: 3

UuTAAGL P GLENO QNR

Abb. 37: Mdgliche Varianten von fdhAl (B) und grdAl (C) mit Elementen der fdhF-SECIS-Struktur (A).
Gezeigt sind das Selenocystein-Codon und die 39 stromabwarts lokalisierten Nukleotide der fdhF-mRNA aus E. coli
sowie die entsprechenden Sequenzen von fdhAl und grdAl. Die Nukleotide der apikalen Haarnadelstruktur des
fdhF-SECIS-Elements sind grau unterlegt, dunkel hervorgehobene Basen weisen eine hohe Spezifitét fur die
Wechselwirkung mit E. coli-SelB auf. Das ungepaart vorliegende U,; wurde unterstrichen. Pfeilspitzen (> bzw. <)
bezeichnen gepaart vorliegende Nukleotide. Die Mutationen, die in fdhAl und grdAl notwendig sind, um die
essentiellen Elemente einer fdhF-SECIS-Struktur einzufiihren sowie die sich daraus ergebenden Anderungen auf
Protein-Ebene (Aminosduren jeweils unter der dritten Base des entsprechenden Codons) wurden rot dargestellt.

Bel den ubrigen Selenoprotein-Genen aus E. acidaminophilum wére die Einfuhrung des fdhF-SECIS-
Elements mit deulich grof3eren Veranderungen der Aminosauresequenz verbunden. Als Beispiel sai hier
grdAl genannt, da fur dieses Gen an Hand der DNA-Sequenz stromabwérts des UGA-Codons keine
Sekundarstruktur mit den typischen Merkmalen eines SECIS-Elements identifiziert werden konnte
(s. 3.1., Abb. 2). Falls sich in weiteren Untersuchungen herausstellen sollte, dass im Gegensatz zu grdB1,
prxU und selD1 durch Coexpression von selBg, in E. coli keine Inkorporation von Selenocystein in das
grdAl-Genprodukt zu erreichen ist, konnte die hier angesprochene Strategie zur Anwendung kommen
(Abbildung 37 C). Die exakte Ubernahme des apikalen Teils der fdnF-Struktur wére mit einem Austausch
von funf Aminosduren verbunden: Ala(49)® Va, Met(50)® Ala, Asp(51)® Gly, Glu(53)® His und
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Asn(54)® His. Durch Verdnderung unspezifischer Nukleotide unter Beibehaltung der Basenpaarung
lassen sich diese Abweichungen auf drei Positionen reduzieren: Ala(49)® Leu, Met(50)® Pro und
Asp(51)® Gly.

4.6. Selen-modifizierte tRNA(s) in E. acidaminophilum

Wihrend der Anzucht von E. acidaminophilum in Gegenwart von [°Se]-Selenit wurde radioaktives Selen
in ein Makromolekll inkorporiert, welches sich als resistent gegenliber Proteinase K-Verdau erwies und
sensitiv auf RNase A-Behandlung reagierte (s. 3.10.). Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei
um eine Selen-haltige tRNA. Ein Kandidat fir eine Markierung ist natirlich die mit Selenocystein
beladene tRNA®, adlerdings ist anzunehmen, dass die alkalischen Bedingungen wahrend der Proben-
Behandlung (s. 2.3.) und der anschlief3enden Elektrophorese (s. 2.13.2.) zur Hydrolyse der Esterbindung
zwischen Aminoséure und tRNA fihrten. Dafirr spricht auch die Tatsache, dass bei der *Se-Markierung
von E. coli-Zellen, die das sel C-Gen aus E. acidaminophilum auf eéinem Plasmid enthielten, im Vergleich
zu Zellen ohne dieses Plasmid keine zusétzliche Bande detektiert wurde. Auch die Position der hier
detektierten Bande bei ca. 21 kDa im Polyacrylamid-Gel spricht eher flr eine kleinere tRNA-Spezies, so
dass es sich bel dem hier markierten Makromolekil wahrscheinlich um eine tRNA mit einem Selen-

modifizierten Nukleosid handelt.

Seleno-tRNAs wurden bisher sowohl in Eukaryoten (CHING, 1984; CHEN et al., 1985; MIZUTANI et al.,
1999), als auch in verschiedenen Prokaryoten wie M. vannielii (POLITINO et al., 1990), E. coli (WITTWER,
1983), S typhimurium (KRAMER und AMES, 1988; VERES et al., 1990) und C. sticklandii (CHEN und
STADTMAN, 1980; CHING und STADTMAN, 1982) nachgewiesen, in erster Linie handelt es sich dabel um
Lysin-, Glutamat- oder Glutamin-spezifische tRNAs. Das dominierende Selenonukleosid ist
5-Methylaminomethyl-2-selenouridin - (mnm°Se’U), vermutlich treten aber noch andere Selen-
modifizierte Nukleoside auf (WITTWER et al., 1984). Die Biosynthese von mnm°Se’U erfolgt durch
Austausch des Schwefels im modifizierten Nukleosid 5-Methylaminomethyl-2-thiouridin (mnm°S?U)
gegen Selen (WITTWER und STADTMAN, 1986; VERES und STADTMAN, 1994). Zumindest in E. coli
scheint diese Substitution jedoch nicht vollsténdig zu verlaufen, d. h. beide Formen der tRNA existieren
nebeneinander. Wie bei der vom selA-Genprodukt katalysierten Umwandlung von Seryl-tRNAS® in
Selenocysteyl-tRNA® dient Selenophosphat, welches vom selD-Genprodukt gebildet wird, als Selen-
Donor (EHRENREICH et al., 1992; VERES et al., 1992; GLASS et al., 1993; VERES et al., 1994).

Fir die Selen-enthaltenden Glutamat- bzw. Lysin-spezifischen tRNAs aus E. coli konnte nachgewiesen
werden, dass mnm®Se’U an der ersten Position des Anticodons (wobble position) die Codon-Anticodon-
Wechselwirkung beeinflusst. Wahrend das Schwefel-Analogon mnm°S?U  jeweils eine deutliche
Bevorzugung des Codons GAA gegeniiber GAG (tRNA®") bzw. des Codons AAA gegenilber AAG

(tRNA™®) bewirkte, trat diese Differenzierung nicht oder nur in wesentlich schwécherer Form auf, wenn
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die gleichen tRNA-Spezies das entsprechenden Seleno-Nukleosid enthielten (WITTWER und CHING,
1989).

Die Selen-Moadifizierung kann aber auch fir die Interaktion mit der Aminoacyl-tRNA-Synthetase von
Bedeutung sein. Fir die Seleno-tRNA®" aus C. sticklandii, die ebenfalls mnm®Se’U in der wobble
position enthalt (CHING et al., 1985), erwies sich dieses Nukleosid als notwendig fur die Acylierung mit
Glutamat (CHING und STADTMAN, 1982). Neben dem Auftreten essentieller Selenoproteine koénnte die
Abhéngigkeit der Reaktion einer oder mehrerer Aminoacyl-tRNA-Synthetasen von der Selen-
Modifizierung einer tRNA natdrlich auch die Ursache dafir sein, dass fir das Wachstum eines
Organismus unter allen Bedingungen eine adaguate Selen-Versorgung erforderlich ist, wie es z. B. fir

E. acidaminophilum der Fall zu sein scheint (WAGNER, 1997).
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5. Zusammenfassung

1. Fur ale bisher identifizierten Selenoprotein-codierenden Gene aus E. acidaminophilum kdnnen
unmittelbar stromabwarts vom UGA-Codon mRNA-Sekundérstrukturen formuliert werden. Mit einer
Ausnahme (grdA, Selenoprotein A der Glycin-Reduktase) dhneln sie im Aufbau den SECIS
(selenocysteine insertion sequence)-Elementen, die in E. coli fir den spezifischen Einbau von
Selenocystein in Proteine essentiell sind. Allerdings zeigten die postulierten Strukturen aus

E. acidaminophilum untereinander keine signifikanten Sequenzhomologien.

2. Aus einer partiellen EcoRI-Genbank konnte durch Hybridisierung mit einer spezifischen DNA-Sonde
das fur die Selenocystein-Synthase codierende sel A-Gen aus E. acidaminophilum vollstandig kloniert
werden. Damit wurde die im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit isolierte DNA-Region,
welche neben dem groften Teil von selA auch die Gene selB (Selenocystein-spezifischer
Elongationsfaktor), selC (tRNA®) und ackA’ (Acetat-Kinase A) aufwies, um ca. 0,7 kb erweitert.
Stromaufwarts von sel A konnte der 3'-Bereich eines Gens (selD1), welches fir eine  Selenophosphat-
Synthetase codiert, identifiziert werden. In E. acidaminophilum liegen die Gene fir den
cotranglationalen Einbau von Selenocystein in Proteine somit in einem Cluster der Form selD1ABC

Vvor.

3. Mittels Northern-Hybridisierung wurde die Transkription der sel-Gene untersucht. Die detektierten
Signale deuteten auf monocistronische Transkripte fir selD1 und selC sowie auf eine selD1AB- und
eine sel AB-mRNA hin. Die Existenz eines Transkripts, welches selD1, selA und selB umfasst, konnte
durch RT-PCR bestétigt werden. Unmittelbar stromaufwérts der Gene selD1 und selC wurde durch
primer extension ein Transkriptions-Startpunkt nachgewiesen. Fir ein zweites Selenophosphat-
Synthetase-Gen (selD2), welches nicht mit dem selD1ABC-Cluster assoziiert ist, wurde ene

monocistronische MRNA nachgewiesen.

4. Die Funktionalitét der Produkte der E. acidaminophilum-Gene selA, selB und selC in E. coli konnte
durch Komplementation des Defektes entsprechender Mutanten gezeigt werden. Als Mal3 fir die die
Fahigkeit zur spezifischen, cotranslationalen Inkorporation von Selenocystein diente die Aktivitdt des

vom fdhF-Gen codierten, E. coli-eigenen Selenoproteins Formiat-Dehydrogenase H im Rohextrakt.

5. E. acidaminophilum-SelB sowie die Doménen 4 und 4b des Proteins wurden heterolog in E. coli
exprimiert und as Strep-tag 1l1-Fusionen (alle drei Proteing) sowie as Histag-Fusionen (nur die
beiden Doménen) gereinigt. Im Gegensatz zu den C-terminalen Bereichen erfolgte eine nachweisbare

Synthese des vollstandigen Proteins nur, wenn gleichzeitig die Gene der in E. coli in geringer Menge
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auftretenden tRNA,', tRNAJ® und tRNAL™ Gberexprimiert wurden. Ein Vergleich der Codon-

Nutzung im Genom von E. coli und in E. acidaminophilum-sel B deutete darauf hin, dass das gehaufte
Auftreten des Isoleucin-Tripletts AUA im Gen des Selenocystein-spezifischen Elongationsfaktors fur

die geringe Expressionsrate verantwortlich war.

6. Durch in-vitro-Transkription wurden mMRNA-Fragmente synthetisiert, welche die postulierten
Sekundéarstrukturen stromabwarts des UGA-Codons der Selenoprotein-Gene grdB1 (Selenoprotein B
der Glycin-Reduktase), prxU (Peroxiredoxin) und selD1 (Selenophosphat-Synthetase) aus
E. acidaminophilum umfassten. Von jeder der drei Strukturen wurde auch eine mutierte Form
hergestellt, bel der jeweils zwei Nukleotide in der apikalen Schleife der Haarnadel struktur verandert
waren. Nach 5 -Markierung mit *P wurden diese Transkripte in Gelretardations-Experimenten mit
gereinigtem SelB bzw. den SelB-Doménen 4 und 4b eingesetzt. Im Falle der SelB-Préparation konnte
zwar eine Interaktion mit den mMRNA -Fragmenten beobachtet werden, diese trat allerdings erst bei sehr
hohem Uberschuss an Protein auf und war nicht spezifisch fiir die Wildtyp-Struktur. Die gereinigten

Domaénen 4 und 4b zeigten keine Bindung an die untersuchten mRNAs.

7. Mittels in-vivo-Markierung mit "Selen konnte nachgewiesen werden, dass eine Coexpression der
Gene selB und selC aus E. acidaminophilum die heterologe Expression der Gene grdBl, prxU und
selD1 as Selenoproteine in E. coli ermdglicht. Ohne den Elongationsfaktor und die tRNA™ aus
E. acidaminophilum wurden in E. coli nur auf3erst geringe Mengen an Selen in die Proteine eingebaut,
so dass davon auszugehen ist, dass E. coli-SelB eventuell vorhandene SECIS-Elemente in den

entsprechenden Selenoprotein-mRNAS nicht effektiv erkennt.

8. Um zu Uberprifen, ob die postulierten mRNA-Sekundérstrukturen stromabwérts des UGA-Codons
von grdB1, prxU und selD1 fir den Einbau von Selenocystein essentiell sind, wurden verschiedene
Mutationen in diesem Bereich eingefiihrt und die Gene in Gegenwart von SelB und tRNA® aus
E. acidaminophilumin einer selB-Defektmutante von E. coli exprimiert. Sowohl die Verénderung von
zwei benachbarten Nukleotiden in der apikalen Schleife (s. 0.) als auch von drei aufeinander folgenden
Nukleotiden im Stamm fUhrten in alen drei Fallen zu einer signifikanten Verringerung der Menge an
®Selen-markiertem Protein. Durch kompensierende Mutationen auf der anderen ' Seite’ des Stammes
(d. h. Wiedereinfihrung einer Basenpaarung an den entsprechenden Positionen) konnte die

Funktionalitét der jeweiligen Struktur grof3tenteils wiederhergestellt werden.

9. Es wurden Trandationsfusionen aus dem Gen der Glutathion-S-Transferase (gst), gefolgt von einem
63 Basenpaare umfassenden Fragment von grdBl, prxU bzw. seD1 (je zehn Nukleotide
stromaufwarts und 50 stromabwarts vom Selenocystein-Codon UGA) und dem b-Gal actosidase-Gen

(lacZ) hergestellt. In Gegenwart von SelB und tRNA™® aus E. acidaminophilum konnte in E. coli fiir
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diese Konstrukte eine hohe UGA-Durchleserate beobachtet werden. Die ermittelten b-Galactosidase-
Aktivitdten entsprachen 60,4 % (grdB1-Fusion), 63,9 % (prxU) bzw. 35,5 % (selD1) des Wertes, der
mit der jeweiligen Cystein-Mutante, in der das TGA-Codon gegen TGC ausgetauscht war, ereicht
wurde. Die Présenz der postulierten mRNA-Sekundarstrukturen im hier klonierten Bereich der drei
Selenoprotein-Gene war offensichtlich ausreichend, um UGA ds Selenocystein-Codon zu

spezifizieren.

10.Nach Anzucht von E. acidaminophilum in Gegenwart von [Se]-Selenit konnte ein markiertes
Makromolekil detektiert werden, das sich als resistent gegen Proteinase K-Behandlung erwies, durch
RNase A jedoch abgebaut wurde. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um eine tRNA

mit einem Selen-modifizierten Nukleosid.
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CTTGAGGAGA
L E E

GCTTGGAACA
vV L G T

CAAGCGTGAT
P S V

TCTATAGCAA TATTATATCA

sel D1
GGAAAGATGA AAGGCAGCAA
M K G S

GGATTTGGECC AAGGCGCTTG
E DL A K AL

CAGCTGTATA TAGATTGGAT
A AV Y RL D

CTTTTCGGAC AGATAGOGGC
LFG QI A

AGITTGCTTT CCTTCGTGCC
Il v CF P S C

GCGCCATTCT TGTAGGAGSG
G A | LV GG

GACAAGGTGC TTGCGAATTC
DKV L AN

CACAGGCATG AAAGCCGCTA
S T GM KAA

CAGCCGAGGEC TCTGGACGGT
A A E AL DG

ATGGCCAAGG GCTCGGGAGT
M A K G S G

GATGGGAATA ATCCCGGECCG
K M G | I P A

ACATAATGGA CATCCTGTAT
HI1 ™M D1 L Y

GCTGACAAAA TGACAAGCTG
A DK MT S

SS5>5>5>>>

CGTAATATAA GATGGGGCCT
I v I -

TCATGTGITA TATAATCATA
TTTTCAAAAC TGCCTTCTGT

F S K L P S

CATAGTICGAG GTCATAAGGEG
L1 VvVE VI R

TTGACATAGA TGAAGACATA
F D | D E D

ATAAATGCTA CTGGTGITGT
I NA T GV

TATCGCCTCG AGATACTCAA
L1 AS R Y S

TAGTAAGAAA AATCACAGGA
I VR K I T G

ATGGCGCAAG GCAAGGAGGT
M A Q G K E

GGAGCAGAGC GGGGCCAAGC
MEQS G A K
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151

1921

2001

2081

2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

2721

2801

2881

2961

3041

3121

3201

3281

3361

3441

3521

3601

3681

3761

3841

3921

TTGTGGAGGT TGGAACAACC AACAAGACGT
L VE VGTT NKT

AAGGTGCATA CTAGCAACTT CAGGGITGIG
K v H TSN F R VYV

ATACGATATA CCAGTCATAG AGGATCTTGG
K'Y D I P Vv I E D L

CTGITATGGA TTCCCTCAGA AAGGGAGCGG
T VM DSL R KGA

ATAATAGTCG GAAAGAAAAA ATATATAGAC
I I v G K K K Y I D

AATATGTGCG CTTGAAGCAA CAATGAGATA
I I CA L EA T MR

TCACATATAA ATTAGACGAG ATTAAAGAAA
L T Y KL DE I K E

GICAAAATAG AAGITGGACA TTCCCAGGTA
VvV K | E VG HS QV

AGTTCCTGAA AACATGAGCG TATCAAGGCT
I VP E NMS V SR

ACGAGAAATA CGTAATTGAC GTTAGGACTC
D E K Y V I D V R T
sel B
GGATAGGGAG GATTTGATGA AGAATATAAT
G - M K N |1

CCCTCACAGG AAAAGAGACG GACAGACTGA
A LT GKET DRIL

GACCTTCCAA GCGGTAAAAG GGCGGGCATA
DL P S GK RAGII

CCACGGCATG GACCTGGTTC TGCTTGTGGT
VHGM DLV L LV

TAAACCTCCT GGATATAAAA AAGGGGCTGA
L N L L DI K K G L

AAGGAAGACG TCATGGAAAA GCTGGAAGCSG
K E D V ME KL E G

AGGCATAAAG GAGCTTACCG AGGAAATAGA
T GI K E L T E E

TGAGCATAGA
L S |

CAGGGTATTT AGCATAAAGG
DRV F S I K

GACGATGACA
D D D

TGATGATATA CCCTGCCGAG
M M I Y P G E

TGCATACGCA
I A Y A

GGACAAAGGG TTGCTATAAA
G QR V A I

AGCCGAATTC
K P N

AATGCAAAGC TCCATGATGA
S MQS S MM

TGGGACAGGA TAAGACTTTA TCATGGGGCA
W DR | R L Y H G A

GGGCGAAGAA
P G E E

TGTTTCTGCC AGATAAGACT
CFC QI R

GATTACAGTIG GGAGGAGGTG
MIT TV G GG

ACTCCCCTAT
Y S P

CTCAGCTCGC
L S S

TCAACATGAA GGAAAGCGGA
L NM KE S G

TCCGGTGCTC
Y P V L

AAGGAAATAG CCAAGTCGCT
K E | A K S

ACGCCTCTGA
Y A S

GGCTTTACAA
G F T

AAGCGGTIGIG
G S GV

ACATTGTAAC
DI V

AAGATGAAGA
K M K

CTACATCGAA
Y Y | E

AGGCGCAAAG
K A Q

GECEECAEECC
G G G

CGAAGAGAGC
L E E S

TCTTTGACGA
L F D

AATAGGAACG
I 1 G T

AGGAAGAAAA
K E E

GTAGACGITC
V D V

GTCTGCAGAT
vV § A D

TAGTAATCAC
(VAR |

ACATTCCTTG
T F L

CAGGCTCACA
DRL T

GCTTTGGAAC
G F G

ATAAAGACTA
I K T

TCTGGCAAAC
N L AN

TAGATGTAAA
I D V

AAGGAAATAC
K E

CGAGGATACG
L E DT

CAATAATAGA
Al

GACCCGCAGT
D P Q

CGGAGAGAAT
L G E N

TTACGAGCCT
DY E A

ACACTCCTGA
N T P

TTCATAGATC
F I D

GTTCAGCGGT
T F S G

AAAACCAGCT
K N Q

GAGGAGATTG
E E |

GCTAAATGAG
R L N E

TGCTTCCCCT
L L P

CTCAGCCTTT
L R L

AGAATACGAA
E E Y E

GCAGGGCATA
A G H

GAAAAGGGGA
K K R G

COGGGCATGA
P G H

GAAGGCGTAA
E G V

AAAGGCAGAC
T K A D

AAAATGCCGA
E N A

GACGAGGTITG
D E V

TGTAGTCACA
T V Vv T

AGATAAGGAG
K I R

GTAAGAGTGG
V R V

GCTAAAGCTT
K L K L

TCGGCAGSGT
L G R

ATAGTTGCAA
IV A

CACTAATCCA
DT NP

TTGTAGTGGA
F VvV V

GAGGATATAG
E D |

GCAATAACTG AAAACACGGEG CGCGCTGCTT

Al T

GCTGGAGGAG
E L E E

TTTCAAAATA
L S K

GACAAGATAC
D K |

GACAAGAGCG
L T R A

CGATAAAGAA
Al K

ATGATAGGAA
M1 G

CGAGAGGATA
L E R I

GTGATGACCA
C DD

ATAATATGCA
I 1 C

TAGACCACGG
I D H

ATATCAATAG
I S |1

AAAGTTCATC
E K F

TGCCGCAGAC
M P Q

ACGGTCGATA
T V D

CATAGICGAG
DI V E

AGGATAAAAA
E D K

GGCACGCTCA
G T L

TCTCCAGGTA
S L QV

AGGAAATAGA
E E |

ATAAAAAACC
I K N

GGCGTTTCTT
V A F L

AAAAAGACGA
K K D

AAAAAACACA
K K H

AGAAAACATA
E E N

TGCTGGAAAA
V L E

E N T

CTAAGGGAGA
L R E

TGECCTTTCA
Y G L S

TCGGECGEECC
L G G

CTCAGGGTGG
L RV

AATACCAACG
K1 P T

GGCTAGGCAT
R L G

GAGAGCAGAG
E S R

TATTATAGGC
H1 | G

ACCAGCTGAA
N Q L

CAAGACGACT
G K T T

ACCTTGCCTT
DL G

AAAAACATGC
K N M

TATAGAGCAT
T 1 E H

CGGATTTCAA
T D F

GTGGACTCAA
vV D S

TATAGATGCA
N I D A

TCGAGGGECAA
I E G

CACGGAGAAT
H G E

AAGAGGCGAT
E R G D

TGGACAGAGG
L DR

GACCGAGAAG
D R E

CAGATTTGTT
D R F V

AGAGGTTTGA
K R F

AGGACTAACT
R T N

CATAAAGGEC
N I K G

G A L L

TAGGCGACAA
I G D

TACGAGCCTA
Y E P

TCAGGCAGEC
P QA G

ACAAGTTCAT
D K F

CTTAGGATGC
L R M

TCCGECTGAA
I P A E

TGATATCCAT
vV I S

AGGGTATACG
R VY

AAGCATCCTG
K s I L

CTTATAAAAG
L I K

CACCAATTTT
F TNF

TCGCAGGTGT
L A G

CTTGAGATAC
L E |

GGAGCTTGTA
K E L V

TAAGCGGCAC
I S G

AATCCAAGAC
N P R

GATGAACCTT
K M N L

CACAAAAAAT
S Q K

GTACTGGCAA
vV L A

CCTGAGATAC
G L RY

AGCTTGCGCC
E L A

ATAAGGTACT
I R Y

CGAGGATGTIG
D E DV

CAAAGGATTA
S K D

CTTGIGGCAA
L VvV A
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4000

4081

4161

4241

4321

4400

4481

4561

4641

4721

4801

4881

4961

5041

5121

5200

5281

5361

5441

GCGGGCGAGT GATAGACATA AACGGAACTT
S GR V I DI N G T

CTGGAGGAGT TTCATAAAAG CAATAGCCTT
L EE F HK S NRIL

AAAGAGCAAG GATTTCGATA TATTGCTTGA
L K S K DFD | L L

TAAGCACGCTT TAGCGTAAAA TTCAGTGATT
I § S F SV K F S D

TTTTCGCCGG AGCAGATTGA CGTTATAACA
F S P E QI DV I T

GCTTGTAAGG GTGTCTGAAG ACACTGTATT
T L VR VSE DTV

AAAAAAACGG AGAAATTACG CTTGCTGAAT
QKN G E I T L AE

GATTTCGACA GGAAGAGGAT TACAAGAAGG
DFD RKIR I TRR

SS5>5353>5>3> >353>> >> <<

GGAAAGAGGEC GCGGECATCGG CATAAAAGAC

GAAATAAATT ATAGATATTT TATATATTTA
sel C

AGAATTTGEG AGTAGATGEG TGCTGGTIGIG

TTCGATTCCC ACATATTCCC GCCAATTATG

TATGAATAAA AAACATTTTG TTTTGITGIT

TATTGATATA AAATTATCTT GITGCATGTAC

GAGGGTATAT AATTATGCGG AACGGTTTTT

AATAAGTAGT GGGCATCAAA AAGTCGAAAA

ackA
TAATCGAGGA GGCATTATAA ATGAACGTTC
M N V

CAAAATGAAG AGGTTCTAGG AAAAGGCCTT
QNE EVL GKGL

CAAGAAAATA GTAATAGAAG ATC
G K K | v I E D

ACATTCACCT
Y I H

AAAAGGGCCA
K R G

ACGGGTTGCA
E RV A

CTGATATTAA
S D |

GGCGAGAGGT
G E R

CCATAAGGAG
F H K E

TCAGGGACAT
F R D

ATAGCGGAAA
I G E

<<<<<LLLL<LL
GCTGCGCTTC
TGGGTTGAAT
CCCTCTGGTC

>>>>
TAAATTAAGG
TTCTGCGGTG
CGAAATGAAA
GGATTCGATT
AGTTTGATTA
TAGTAATAAA

L VvV I

GTAGAGAGAA
V E R

GGAGCATTAT
L E HY

TGCTCAAGGA
M L K

GCAGACAAAG
A D K

AATAAGGCAG
K1 R Q

CCGAATATAT
S E Y

ATATATGAAA
I Y E

GATAGGCGCC
M1 G A

AGCGGGTCCT
K R V

<<<<<

TTTCTCTATT
ATCAAAAAAG
TTCAAAACCA
S>S>>>>>>>
CTTTAACCAA
TATTTTGTAT
TTAATTAAGT
TTAAATTTAT
TTTTAATTAA
CTGCGGAAGT

N C G S

TAGGAATAGA
I G |

GACAGGCTAA
D R L

GGAGCTGCGC
E E L R

AGATAAAGAT
E I K

GAAATAGAAG
E I E

TCAGGTGITC
| Q V F

AGGCTCTCGA
K A L

AGCAGGAAAT
S R K

TTCATAGGCA
L S -

AAAAATAATA

GACAAAAGAT
R Q K

TCAAGAGTTG
S RV

TGAAGAAAAT
I E E N

ACACAATCAG
D T 1

GAGTCAATGG
E S M

CCTGCTCAGG
DL L R

ACGCCATGCT
Y A M

TGCAGTCATT

AAGCTGCCTA

CTTATGATAT AATAAGTTTT

GITCGEEEEG

<L

ACAGTGITGG

AATTCATAAA

AAAGCACAGT

TTTTTTGAAA

TCGCCTTTTA

TCTTCGCTAA
S S L

TTAAGAGCCT

<L L L L LKL

TTGAAGICTT

AAGTCTTTAT

GCAACGGATA

CTTGGCTCAA

CAATAAAAAA

AGTACCAGCT
K Y Q

ATGCAGCACA
I C S T

AGAGCAAGTT
E S K

CTGGECTTCAA
L A 'S

GCAGGGOGEA
R QG G

TGGGCGAAAC
V G E

GATCACGITC
D H V

TTTCCTTGAG
L L L E

AAATCAATCA

CGTATGGTAT

®

GTTCAGCAAG

CCTGEGTGEG

TTTTTGITAA

TTATTCTTCG

ATTTGCCGCT

AATGTTATAA

TAATACATAA

TATCAATATG
LI N M

AGGCTCAAAG CTTACTCATG AGGCTGCCGG

E G S K

L T H

E A A

Abb. 38: DNA-Sequenz der selD1ABC-Genregion aus E. acidaminophilum. Gezeigt ist der nicht-codierende
Strang in 5'-3'-Richtung. Die abgeleiteten Aminoséuresequenzen sind im Ein-Buchstaben-Code unter der dritten
Base des entsprechenden Codons angegeben. Start-Codons und mdgliche Ribosomen-Bindestellen sind fett
hervorgehoben. Promotorelemente (-10-, —16- und —35-Regionen) wurden unterstrichen, durch primer extension
identifizierte Startpunkte der Transkription durch Pfeile (® ) Uber dem entsprechenden Nukleotid markiert. Die
tRNA>*-codierende Sequenz ist doppelt unterstrichen. Pfeilspitzen (>>> <<<) (iber der Sequenz kennzeichnen
potentielle Rho-unabhéngige Terminatorstrukturen. Bginnend mit der Ribosomen-Bindestelle des selD1-Gensiist die
gezeigte Sequenz in der EMBL-Datenbank unter der accession number AJ245960 eingetragen.
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