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Zusammenfassung

Die prokaryontische TranslationsinitiationsregiohlR) setzt sich aus einer Vielzahl von unterschadain
Signalelementen zusammen. Stets vorhanden ishdidionstriplett (IT), meist AUG. Weitere haufiggrhandenen
Elemente sind die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) uedDdwnstream Box (DB), die beide komplementéar zu
bestimmten Bereichen der 16S rRNA sind. Des Waeitése es in der Regel giinstig, wenn sich im Beraleh
Ribosomenbindestelle (RBS) keine Sekundarstruktaesbilden. Man spricht dann von einer unstrukiteie
Region (USR).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene dliesSignalelemente, welche die Effizienz der
Translationsinitiation bei Prokaryonten regulieramtersucht. Es sollte die Frage geklart werden, edie
verlangerte SD in richtigem Abstand zum IT ausrefzhist fir eine optimale TranslationsinitiatiorisreFir diese
Experimente wurden Fragmente der TIR von drei stqirimierenden Genen aus dem Genom von T7 verwende
(Gene 1; 1,3 und 0,3). Fragmente dieser drei TIR unterschiedlichen Downstreamléangen wurden imeselb
Leseraster vor geeignete Reportergene (Maus-Difiyidtoeduktase bzw. Chloramphenicolacetyltranstyas
kloniert. Aus friheren Untersuchungen war berbiéggannt, dass kleine TIR-Fragmente dieser Gene wime
GroRenordnungen geringere Effizienz zeigen als &€ildtyp, sowie dass mittels Verlangerung des
Downstreambereichs eine deutliche Steigerung deanslationsrate erzielt werden kann. Alle drei Geediigen
nur Uber eine kurze SD (4 bzw. 5 Nt). Durch Verkmmg dieser SD sollte untersucht werden, ob dadoet den
kurzen TIR-Fragmenten die stimulierende Wirkung dehlenden Downstreambereiche, speziell der DB,
kompensiert werden kann. Konstrukte dieser dreieGait unterschiedlichen Downstream- und SD-Langarden

in vitro undin vivo auf die Expression der Fusionsproteine aus T74F&RReporterprotein getestet.

Bei zwei der verwendeten T7-Gene (0,3 und 1) fubime Verlangerung der SD von 4 Nt auf bis zu 14.H2 Nt

in vitro stets zu einer Steigerung der Expression, wahsidn vivoin der Regel eine SD mittlerer Lange (7 bzw.
9 Nt) als optimal erwies. Nur bei den kleinstenemd dngen (28 bp bzw. 29 bp), die aufgrund de$iggi oder
teilweise Fehlens der stimulierenden Downstreanitleegspeziell der Downstream Box) nur schwach iexeren,
brachte aucln vivo die langste SD die besten Resultate. Diese schesgmtimierenden Konstrukte profitieren von
der starkeren Bindung der langeren SD an die rRhMgrend diese starke Bindung bei den hdher exprémdken,
langeren Insertin vivo vermutlich das Clearing der Startstelle und ddserdang in die Elongation behindert.
Warum dieser Effekt nuin vivo auftritt und nichtin vitro kann nicht konkret beantwortet werden, es magen d
hoheren Konzentration an Ribosomianvivo oder an nur in lebenden Zellen stattfindenden ¥ioggn, wie z.B.
dem Channeling, liegen. Fir die T7-Gen 1,3-Kong&wkwiesen sich sowoh vitro als auchn vivo kiirzere SD

(5 oder 7 Nt) als optimal. Auch werin vitro die Expression bei Verlangerung der SD meist atstkonnte
dadurch die stimulierende Wirkung fehlender Dowesstnbereiche nicht vollstandig kompensiert werderei B
gleichen SD-Langen sind in der Regeln die Konstukit den l1angsten Downstreambereichen am starkistetge
SD filhrenin vivo, sehr schwache TIR-Fragmente ausgenommen, stetaauAbnahme der Expressionsrate.

Wie bereits angesprochen ist es glnstig, wenn inei&e der RBS keine stabilen Sekundérstrukturegehikiet
werden, die den Zugang fir die Ribosomen behindémmten. Die RBS von allen stark exprimierenden é5ges
Bakteriophagen T7 verfugt Uber eine USR mit eineawod liegenden, stabilen 5-hairpin. Die Funktioesdb'-
hairpins ist es entweder, die dahinter liegende U8R Einfaltungen upstream gelegener Sequenzbereich
schitzen, oder aber Kontakte zu den Ribosomen stetlen und diesen das Erkennen der Startstelézleichtern.
Das T7-Gen 11 verfugt Uber eine USR und einen s&bilen 5’-hairpin. Unterschiedliche Fragmente @&
dieses Gens wurden in Expressionsvektoren kloribeet.TIR befand sich hierbei entweder am 5-EnderdBNA
oder vor dem zweiten Gen einer bicistronischen mRNEAn groRerer Abschirmeffekt des hairpins in der
innercistronischen Position konnte nicht beobachtatden. Zusatzlich wurden in Konstrukte mit unchetnairpin
Sequenzen einkloniert, die direkt komplementar RBS waren (Anti-RBS). Sollte der hairpin einen
Abschirmeffekt fir die RBS haben, so sollten dienkioukte mit hairpin besser vor den Anti-RBS gesrihéein als
die Konstrukte ohne ihn. Ein solcher Effekt konnieht beobachtet werden. Fast alle Konstrukte, @gloder ohne
hairpin, wurden in gleichem Mal3e gehemmt. Der Austh der RBS des Gens 11 gegen die starkere RBB7des
Gens 1,3 bestétigte diese Ergebnisse. Daraussidhsichliel3en, dass der positive Effekt, den diasgin-Struktur
nachweislich auf die Translation hat, nicht auf eeinAbschirmung der RBS, sondern vermutlich auf
Wechselwirkungen mit den initierenden Ribosomernube
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Einleitung

|. Einleitung

Die Realisierung der in den Genen abgelegten Information eriolgnehreren Schritten.
Wahrend des Vorgangs der Transkription wird die Information der DNAMRNA
umgeschrieben. Uber die Signale, die diesen Prozess kontrolligrbej Rrokaryonten bereits
sehr viel bekannt. Der nachste Schritt in der Realisierung etegtigchen Information ist der
Vorgang der Translation. Hierbei wird die in der mRNA enthaltémformation in Proteine
Ubersetzt. Dies ist einer der kompliziertesten und kostspieligdteresse in der Zelle. Eine
grole Anzahl von Faktoren ist daran beteiligt, die vielseitigehdwirkungen mit den
flexiblen Strukturen der einzelstrangigen mRNA eingehen konnen. Mandia Translation in
die Phasen der Initiation, Elongation und Termination unterteilen. A#sedBSchritte sind
kinetisch sowohl miteinander, als auch mit der bei Prokaryontegleielt stattfindenden
Transkription, dem mRNA-Processing und dem nachfolgenden ProteinsBirageverknipft
und gegenseitig voneinander abhangig. Es existieren auf allen Ebelfghige Moglichkeiten
zur Regulation der Genexpression.

Der entscheidende Schritt bei der Bestimmung der Translatitseff ist in der Regel die
Initiation (Ray und Pearson, 1975). Man kann sie in mehrere Einzelschnterteilen. Als
erstes erfolgt die Bindung der 30S ribosomalen Untereinheit (lt€) des terndren Komplexes
aus der beladenen Initiator-tRNA (fMet-tRNAdem Initiationsfaktor 2 (IF 2) und GTP an die
MRNA unter Mithilfe der Initiationsfaktoren IF1, IF3 und des ribos@maProteins S1. Im
nachsten Schritt bindet die 50S UE. Dabei wird GTP hydrolysiertdimdnitiationsfaktoren
werden freigesetzt. Nun bindet die ndchste beladene tRNA unteiifdldes Elongationsfaktors
EF-Tu und GTP und es kommt zur Bildung der ersten Peptidbindung. Schliefbbit mit
dem Clearing der Ribosomenbindestelle (RBS) der Ubergang irEldiegation. An der
freigegebenen RBS kann dann ein weiteres Ribosom starten.

Als RBS definiert man diejenigen mRNA-Fragmente, die bei eiftitase Verdau durch
Ribosomen geschitzt werden (Steitz et al., 1969). Diese Fraghesiizen eine Grof3e von 30-
40 Nt und enthalten u.a. das Initiationstriplett (IT) sowie die Shimgddno-Sequenz (SD).
Neben der RBS definiert man noch die Translationsinitiationsregitit).(Die TIR umfasst
neben der RBS alle weiteren Sequenzen, die fir die Regulation tewkersg der
Translationsinitiation von Bedeutung sind.

Als Initiationstriplett wird meist AUG verwendet (> 90%), niamdet aber auch GUG, UUG, in
seltenen Fallen auch CUG, AUA oder AUU (Sacerdot et al., 1982; &at, 1984; Singer et
al., 1981; Childs et al., 1985; Shinedling 1985). Sogar das Terminationscédakann als IT
dienen (Varshney et al., 1990). Welches IT verwendet wird hat Akswgen auf die Effizienz
der Translationsinitiation. Die besten Ergebnisse erhalt mageftiohnlich mit einem AUG als
Startcodon (Looman und van Knippenberg, 1986, Manson et al., 1984, Farwell et al. EFE992)
wurde mehrfach demonstriert, dass eine Ersetzung eines sdlfetherch AUG eine Steigerung
der Translationsinitiation mit sich bringt. Beispiele wéren i&S-Gen (Brombach und Pon,
1987) und das rnd-Gen von E.coli (Zhang u Deutscher, 1989). Es gibt abé&ddachei denen
der Austausch eines seltenen IT gegen AUG keine Erhohung derafi@amshitiation bewirkt
(Singer und Gold, 1976; Hui und de Boer 1987) oder es sogar zu einem Ru&kgang
(Shinedling et al., 1987). Gerade bei gram-positiven Bakterien widdz fibtiliserhalt man bei
Vorhandensein einer starken SD fur AUG und GUG als IT die selmarsl&tionsraten (Farwell
et al., 1992).

Die Shine-Dalgarno-Sequenz wurde 1974 von Shine und Dalgarno entdeckt (Shine und Dalgarno
1974; Shine und Dalgarno 1975). Es handelt sich um eine purinreiche Sequainizvhéange,
die einige Nukleotide upstream des IT liegt und komplementar zuem@ der 16S rRNA, der
Anti-Shine-Dalgarno-Sequenz (ASD) ist (Gold, 1988). Steitz und Jakes ekonb®75
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Einleitung

Basenpaarungen zwischen der RBS verschiedener Gene und esgmeRtr der 16S rRNA
nachweisen.

Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung der SD war die Konstmkton Ribosomen, in deren
ASD Basen ausgetauscht wurden. Ribosomen mit den so veranderten ASDnwazu einer
effizienten Translation befahigt, wenn die RBS der verwendeten nsRkplementéare
Austausche in der SD aufwiesen (Jakob et al., 1987, Hui und de Boer, 1987urdes w
nachgewiesen, dass eine kinstliche Verlangerung der SD, und sostirkieng der SD-ASD-
Wechselwirkung, bei schwach translatierten Genen zu einer emhdBtpression der
entsprechenden Proteine fuhrt (Ringquist et al., 1992). Eine Verkurzur&Ddirrt meist zu
einer Verschlechterung der Expression, eine zu lange SD kdnwisiderum hemmend auf die
Translationsrate auswirken (Singer et al., 1981; Schwartz, €f98l1; Manson et al., 1984). Die
starke Wechselwirkung zwischen SD und ASD kdnnte die Ribosomen beamir@l der RBS
und Eintritt in die Elongation behindern. Eine Rolle spielt auch derafidstSpacing) zwischen
IT und SD. Von Dunn und Studier (1981) wurde zum erstmals beschrieberdedasbstand
eines bestimmten Uracils der SD, welches komplementar zu Nt 15368aRNA ist, zum IT
einen Einfluss auf die Translationsinitiationseffizienz hat. Chexh. ¢1994) fuhrten den Begriff
desaligned spacingein. Ein Abstand von 5 Nt dieses Uracils zum IT gilt alsrogati(Chen et
al., 1994). Neben dem aligned spacing wurde auch der Begritiodexted spacingsingefihrt
(Ringquist et al., 1992). Dieses bezieht sich auf ein anderes NdktemtiSD, namlich ein G,
welches komplementéar zu Nt 1535 der 16S rRNA ist.

Die Aufgabe der SD bei der Initiation der Translation ist wold, 30S UE der Ribosomen an
die richtige Startstelle auf der mRNA zu dirigieren. Auchder Elongation kann die SD eine
Rolle spielen. Es wurde gezeigt, dass Wechselwirkungen zwischerunf@DASD von
entscheidender Bedeutung sind beim Leserasterwechsel des RF2e@Gé&nsoli (Weiss et al.,
1987).

Die Ansicht, dass die RBS gleichzusetzen ist mit der TIR undtdaidy spacing und IT die
einzigen wichtigen Elemente sind, ist noch immer weit verliréitéfe dies zu, dann ware es
sehr einfach mdglich, eine portable TIR, die vor beliebige Gene kiaieeen Translationsrate
optimiert, zu konstruieren. Das ist jedoch nicht gelungen. Es gibtralsh weitere wichtige
Elemente, die eine starke TIR ausmachen. Belegt wird diesgwv@&halt auch durch die
Tatsache, dass es in prokaryontischen Genomen deutlich mehr Koor@na#us IT und im
richtigen Abstand dazu gelegenen SD existieren als echte dwansktartstellen (Stormo et al.,
1982). Die Basenzusammensetzung echter RBS unterscheidet sich vder deseudo-RBS
(Scherer et al., 1980; Stormo, 1986; Dreyfus, 1988). Der Bereich zwis@®eund —1 enthélt,
abgesehen von der SD, signifikant weniger Gs als bei Pseudo-RB®ntEsen bevorzugt A
und U vor. Diese Zusammensetzung konnte darauf hindeuten, dass wenigés stabi
Sekundarstrukturen innerhalb der RBS ausgebildet werden kdnnen.

Auch dem ersten Codon nach dem IT kommt eine grof3e Bedeutung flradgafionsinitiation
zu. Die Translationsrate kann abhangig vom zweiten Codon um das 15-28tkunhanken
(Looman et al., 1987; Stenstrom et al.,, 2001). Codons an der zweiten Posdlohe die
Translationsinitiation begunstigen, finden sich bei den Genen von Eedbus haufiger als
Codons, die mit schlechterer Effizienz der Translationsinitiatioerbindung gebracht werden.
Im allgemeinen zeigen die gunstigen Codons einen hohen Adenin-Gehalt.

Ein weiterer Beweis daflir, dass SD, spacing und IT einenldRt alleine ausmachen, ist die
Tatsache, dass eine Reihe von Gene ganz ohne SD auskommt. Eiel B&isjzis Gen des cl-
Repressors des Bakteriophagendessen mRNA keinen untranslatierten Leader vor dem IT
besitzt (Ptashne et al., 1976). Bei einigen Genen ist es auch moédéa im Wildtyp
vorhandenen, untranslatierten Leader samt SD zu entfernen, und trotaderine zwar leicht
verminderte, aber effiziente Translationsrate zu erhaltem (&#en und Janssen, 1998). In
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Einleitung

solchen Fallen spielt das IT eine besonders grofRe Bedeutung. Nauteteallerdings, dass der
Mechanismus der Translationsinitiation bei leaderlosen mRNAs agiderer ist als bei
-hormalen® mRNAs mit untranslatiertem Leader. Solcher ldaden mRNAs kdnnen
maoglicherweise direkt an 70S Ribosomen binden. Es wurde bereitgytigedass leaderlose
MRNAs mit einem AUG-Startcodon am 5 Ende in vitro einen temd&omplex mit 70S
Ribosomen bilden kénnen (Balakin et al., 1992). Ein anderes Modell furndiation an
leaderlosen MRNAs sieht die Erkennung des Startcodons einer soldREA durch einen
Komplex aus 30S UE, IF-2 und der beladenen Initiator-tRNA vor (Moll et al., 2002).

Es gibt auch Gene, die Uber einen untranslatierten Leader verfugser, dieist aber keinerlei
erkennbare SD auf (Beck et al., 1978; Singleton et al., 1980). Weiterhin wurdeRiBosomen
hergestellt, deren 16S rRNA die letzten 30 Nt am 3 Ende, und damitA8D, fehlten
(Melancon et al., 1990). Trotz der fehlenden ASD konnte die Translatigasomtweiterhin
stattfinden.

Ein weiteres Regulationselement der Translationsinitiation wuwedeDeutscher et al. 1989 flr
das rnd-Gen von E. coli beschrieben. Es handelt sich um eine PolyUa@emqstream der SD,
die eine aktivierende Wirkung auf die Translationsinitiation hats®olyU-Sequenz befindet
sich direkt hinter einem hairpin. Diese Anordnung &hnelt einem rho-unaggkangi
Terminationssignal fur die Transkription. Verdnderungen an der Paigue®z erhdhen
tatsachlich die Transkription um den Faktor 2, haben aber gleichzimh Ruckgang der
Translationseffizienz um 95% zur Folge (Zhang und Deutscher, 1989 und 199®urdes
zudem festgestellt, dass die mutierten Konstrukte im in vitresy&em deutlich schlechter an
30S UE binden als die Transkripte des Wildtyp-Gens. Die Erklarungtuhié&dnnten
Wechselwirkungen des ribosomalen Proteins S1 mit pyrimidinrei@sguenzen der mRNA
sein (Subramanian, 1984). PolyU-Sequenzen finden sich nur bei einigdAsnRie kdnnten
wichtig sein bei Genen, die ansonsten nur Gber schwache Initiatioagsigerfigen. Bei Gram-
positiven Bakterien, deren Ribosomen kein S1-Protein besitzen, findehrdanRegel langere
SD als bei den mRNAs gram-negativer Bakterien (Roberts und Ralzind989; Farwell et al.,
1992). Auch kann E.coli die mRNAs einiger Pflanzenviren erfolgreighstatieren, z.B. die
RNA4 des Alfalfa Mosaik Virus oder die RNA des Tabak Mosaik Viiese mRNAs besitzen
in ihrer 68 Nt langen Leadersequen2-$equenz) keine SD. Kloniert man sie in E.coli vor
geeignete Reportergene kdnnen sie dennoch deren Translation akti@eike €t al., 1987,
Gallie und Kado, 1989; Wilson et al., 1990).

Sequenzelemente, welche die Translationsinitiation regulieren,t fmde nicht nur in den
untranslatierten Leadersequenzen der mRNA, sondern auch downsg®dim 8prengart et al.
identifizierten 1990 eine Downstream Box (DB) genannte Sequenindiedierenden Bereich
vieler Gene von Bakterien und Bakteriophagen zu finden ist. Die Dimplementar zu den
Nt 1469-1483 (Anti-Downstream box, ADB) der 16S rRNA. Man findet sideim ersten 40 Nt
des codierenden Bereichs der mRNA, ihre exakte Position istsocenau festgelegt wie bei
der SD. Da sie sich in der codierenden Sequenz befindet muss Rticksit die
Aminosaurenzusammensetzung des entsprechenden Proteins genommen wesddiesém
Grund ist die DB auch haufiger durch mismatches unterbrochen. Um dieeTranslation
stimulierenden Effekt zu erzielen, muss aber mindestens eine Segpredzkomplementaren
Basen in Folge vorhanden sein.

Die DB scheint ein sehr wichtiges Signalelement zu seiretidalder DB des bereits erwahnten
leaderlosen Gens cl von verhindert die Translation dessen mRNA (Shean und Gottesman,
1992). Auch die Translation der ebenfalls leaderlosen dnaX-mRNA vool@atér hangt vom
Vorhandensein einer DB ab (Winzeler und Shapiro, 1997). Durch eine Erhdhung der
Komplementaritat der DB des Gens galE von E.coli zur ADB umNeikleotid konnte die
Translationsinitiation um ein Vierfaches gesteigert werden. Erimant die Komplementaritat
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weiter, so lieBen sich Steigerungen bis zum FunfzehnfachenearZielumbrigde und Soll,
1989; Faxen et al., 1991). Eine elffache Zunahme der Translatiareseff konnte durch den
Austausch nur eines Nukleotids in der DB des E.coli Gens rpoH larreezden (Nagai et al.,
1991; Yura, 1996). Auch fur die cold-shock-Gene von E.coli wurde das Vorhandandetine
Wichtigkeit der DB nachgewiesen (Mitta et al., 1997, Etchegaray und Inouye, 1999).

Es ist ebenfalls moglich, die Translationseffizienz eukarydmis&sene in E.coli durch die
Erzeugung oder Verbesserung einer potentiell vorhanden DB zersteRei der menschlichen
Gluthathionreduktase konnte eine Steigerung um das Siebzigfacivtitenrerden (Blicheler et
al., 1990).

Es ist noch unklar, auf welche Art und Weise DB und ADB interagiddee ADB liegt in der
16S rRNA nicht einzelstrangig vor, sondern ist in den stem eingrim&truktur eingebunden.
Eine direkte Basenpaarung wie bei der SD-ASD-Wechselwirkundatser nicht moglich (Mc
Carthy und Brimacombe, 1994; O’Connor et al., 1999). Es konnte sich einEripethelix
ausbilden. Dies wurde allerdings noch nicht experimentell belegt.

Neben den bereits besprochenen Signalelementen in der Sequenz dé&r smiRINauch
Sekundar- und Ubergeordnete Strukturen von grof3er Bedeutung fir die Toassldiation. Es
gibt vier grundsatzliche Sekundarstrukturelemente: Helices, loops,sbutge junctions. Die
Helices sind A-Form Watson-Crick-Doppelstréange. Loops, bulges und junetidinalten keine
Basenpaarungen und werden von Helices begrenzt. Im Verlauf deARRINIng werden
vermutlich zunéchst kleine und stabile Strukturelemente, wie diewsdireiteten Tetraloops
gebildet (Woese et al., 1990; Tinoco und Bustamante, 1999). Aus dies@de@menten
konnen kompliziertere Strukturen wie Pseudoknoten, kissing-hairpins odeme dodp-loop,
loop-Helix oder Helix-Helix Interaktionen entstehen. Es bilden siobnso Basen-mismatches,
Basentripel in der groRen Furche der RNA oder Basen-NukleogdhTdie in der kleinen
Furche der RNA durch Wasserstoffbriickenbindung an die 2'-HydroxylgrupperRimse-
Ribose-Zippern entstehen. Die ungeheuere Vielzahl an méglichen Struktind mehr und
mehr deutlich. Durch diese Flexibilitat ist es der RNA moglath,Ribozym katalytisch aktiv zu
sein (Doherty und Doudna, 2001) oder als RNA-Aptamer (Ellington und 8z4d$180; Patel et
al., 1997) beliebige Liganden zu binden. Es werden auch mehr und mehr RNéckerdie als
Sensoren dienen und auf Umweltreize wie Temperaturschwankung alérodaandensein
bestimmter Molekile (z.B. Vitamine) reagieren konnen (Narberha@@2)2 Dies geschieht
dadurch, dass es durch Umweltverdnderungen wie Erwarmung, Abkihlung tademyugabe
zu einer Veréanderung der Sekundarstrukturen im Bereich der RB8BRMA kommt, wodurch
diese von den Ribosomen besser oder schlechter erkannt wird.

Bei kleinen RNA-Molekilen, wie beispielsweise RNA-Aptamerehgeise Strukturaufklarung
mittels Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse sowie NMBglmh. Fir groRere RNA-
Molekdle ist dies in der Regel nicht machbar. Grundbedingung istdda&NA in einer festen
Struktur vorliegt. Aber die wenigsten prokaryontischen mRNAs verfiigpen feste Strukturen.
Es handelt sich bei der mRNA-Faltung um einen dynamischen undskhet Prozess. Da bei
Prokaryonten Transkription und Translation gekoppelt sind, wird die mRNAitdemerz
nachdem ihre Synthese begonnen hat in statu nascendi von Ribosometetrar@akann sich
also niemals in eine feste Struktur falten.

Das macht die genaue Vorhersage von rdumlichen Strukturen au3esistigctzur Aufklarung
werden Computerprogramme benutzt, die meist auf dem Algorithmus wer zZind Stiegler
(Zuker und Stiegler, 1981; Zuker, 1989 und 1994) beruhen. Diese Programme inutdarfe
der Zeit stark verbessert, ihre Resultate stellen dennochrmeuAanahrung an die tatséchlichen
Verhéltnisse dar. Zudem werden der kinetische Aspekt sowiméldrelnete Strukturen und
Wechselwirkungen mit anderen Molekilen nicht berticksichtigt. Zur Buamgt einzelstrangiger
Bereiche kann man sich einzelstrangspezifischer Nukleasen hedieder Chemikalien
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zugeben, die nur Einzelstrange brechen. Allerdings setzen diebeddatfeste Strukturen der
RNA voraus und liefern fur den kinetischen Prozess der mRN#wiglkeine verwertbaren
Ergebnisse. Zur Untersuchung der Faltungskinetik einiger grol3er RNAsalmlen Strukturen,
wie beispielsweise des Tetrahymena Gruppe | Ribozyms, wurdesthiedene Anséatze
verwendet (Woodson, 2000). Zarrinkar und Williamson entwickelten 1994 eine Methodgf, die a
der kompetitiven Hybridisierung komplementarer Desoxyoligonukleotide bebDigdée DNA-
Proben kdnnen an einzelstrangige DNA-Bereiche binden wodurch dieseRNaske H verdaut
werden konnen. Die Faltungsrate lasst sich durch den Anteil gésdeniRNA-Molekile nach
bestimmten Inkubationszeiten ermitteln. Eine weitere Methode s$sfXlaay footprinting” der
RNA (Sclavi et al., 1998). Hierbei werden in einer wassrigeruhgsdurch Bestrahlung mit
Rontgenstrahlen in kurzer Zeit eine hohe Anzahl an Hydroxyl-Radikatengt, die die RNA
spalten. Alle diese Methoden wurden aber zur Untersuchung der Faltaioiters RNAs
verwendet. Fur die Analyse der dynamischen Faltung der mRMA sie nur begrenzt
einsetzbar.

Prokaryontische RBS zeigen meist ein relativ geringes Pdtentin Ausbildung von
Sekundarstrukturen (Ganoza et al., 1987). Es ist leicht vorstellbarSdksadarstrukturen im
Bereich der RBS die Bindung der SD an die ASD auf der 16S rRNMRdmsoms behindern
und somit die Translationsinitiation storen. Bei einigen Genen ist RBS in stabile
Sekundarstrukturen eingebunden. Ein Beispiel ist das coat Gen des dgdikigen MS2. Hier
bildet sich in der RBS ein hairpin aus. Das IT befindet sich im ldi@pSD aber im Stamm des
hairpins. Eine starke SD kann den hemmenden Einfluss dieser Sekudidrstum Teil
kompensieren (de Smit und van Duin, 1994).

Auch bei einigen stark exprimierenden Genen des Bakteriophagen T7 sahaint
Zusammenhang zwischen dem Grad der mRNA-Faltung im BatteicRBS und der Stéarke der
Translationsstartstelle zu bestehen. Bei den Genen 0,3; 1; 1,3; 2,5; 1@; 11 fanden Helke et
al. 1993 eine unstrukturierte Region (USR) auf der mRNA, die SD uedtialt und 30-40 Nt
lang ist. Wahrenddessen waren die RBS schwacherer Gene, vpielseisise die der Gene 0,4
und 0,5, laut Computerprogrammen in Sekundarstrukturen eingebunden.

Den USR der stark exprimierenden Gene geht meist ein hairpin vderuaijchtig ist fur die
Effizienz der Translation. Einige dieser hairpins dienen als Schriétgieldie RNaselll, d.h. die
dahinterliegende USR befindet sich dann am 5‘-Ende der mRNA. DieBisder Fall bei den
T7-Genen 0,3; 1; 1,3 und 13. Diese USR ist fur eine gewisse eitdn Sekundarstrukturen
und damit auch zuganglich fur die initiierenden Ribosomen.

Im Falle von polycistronischen mRNAs ist haufig ein stabiler &fhin vorhanden, der
entweder dazu dienen konnte, die Faltungen zwischen upstream gelegguenz8e und der
dahinter liegende USR zu verhindern, wofur Energie verwendet wda@lante, die bei der
Ausbildung des stabilen hairpins frei wird, oder der Wechselwirkurgg den Ribosomen
eingeht, und so die Erkennung der richtigen Startstelle erleichieri DGene 3,8; 10; 11 und
17 besitzen solch einen innercictronischen 5’-hairpin.

Zusatzlich zu den besprochenen Faktoren kann die Translationsinitiatioduaabldie Bindung
verschiedener Proteine im Bereich der Translationsstartetglldiert werden. Ein Beispiel wére
die Regulation der Synthese der ribosomalen Proteine. Einige dfestzine binden an
Strukturen und Sequenzen der TIR ihrer eigenen mRNA, wenn nicht ausrerétié@Adals
primarer Bindungspartner zur Verfigung steht. Dadurch wird nicht dieir Bindung der
Ribosomen an die RBS blockiert, es kommt gleichzeitig zu einekiivaing der Lebensdauer
der mRNA (Nomura et al., 1980; Nomura et al., 1984; Petersen, 1989; Platigbe 1995;
Benard et al., 1996). In anderen Féallen bindet ein Protein an einen inkdbigor hairpin im
Bereich der TIR und stabilisiert diesen dadurch (van Duin, 1988)Ré&tsessor kann nicht nur
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ein Protein fungieren, sondern auch eine antisense RNA. Beispigtswwird die
Translationsinitiation des Transposasegens des Insertionseleni®h@glurch die Bindung
einer komplementéaren RNA an die RBS inhibiert (Case et al., 198Q@nd Simons, 1990). Im
hok/sok-System des Plasmids R1 wird die Translation der hok mRNzh diie sok antisense
RNA inhibiert (Thisted et al., 1995).

Beim ,silencing“ von Genen mittels der RINMethode macht man ebenfalls Gebrauch von
antisense RNA. Bei dieser Methode kommt es nach dem Binden aitisense RNA an die
MRNA des Gens, welches man ausschalten will, zum Abbau des RIgpe3tranges (Hannon,
2002).

Liegt eine polycistronische mRNA vor, so kann die Translation desstosam gelegenen Gens
Uber das Phanomen der translationellen Kopplung reguliert werdemidereiFallen ist die
Translation des downstream gelegenen Gens vollstéandig von den Ribosomegigalzhé seine
TIR vom upstream gelegenen Gen her erreichen. So ist beiggimdsdie Translation der T7-
Gens 1,2 von der Translation des Gens 1,1 abhangig (Saito und Richardson, it@34ldh
starke Abhangigkeit wurde auch fir die Operons der ribosomalenrergefunden (Nomura et
al., 1990). Bei anderen Operons ergibt sich eine geringere Abhang{@genheimer und
Yanofsky, 1980; Schimperli et al., 1982; Little et al., 1989). Es wirddhéebbachtet, dass die
Synthese von Genprodukten vom 5'-Ende zum 3'-Ende einer mRNA eines Opemonsé Es
gibt aber auch Beispiele, wo das nicht der Fall ist. Infriddren Region des Bakteriophagen T7
werden downstream befindliche Gene zum Teil starker translalsee@ene, die weiter upstream
auf der mRNA liegen (Studier und Dunn, 1983).

Zur Untersuchung verschiedener Signalelemente, die fir eires SE8R wichtig sind, ist es
vorteilhaft, sich der Gene lytischer Phagen zu bedienen. VieleeRpage werden sehr stark
exprimiert, da sie sich nicht an die ausgekligelten Gleicloavinnerhalb der Wirtszelle zu
halten brauchen. Diese Gene verfligen meist Uber sehr starke TliRsigathe fir den lytischen
Infektionszyklus benétigten grol3en Proteinmengen herstellen konnen. IneRamser Arbeit
wurden die TIR verschiedener Gene des Bakteriophagen T7 verwsfidlseinem linearen,
doppelstrangigen Genom von 39937 bp gehort er zu den kleineren VertreterRlukgen. Sein
Genom ist bereits seit langem vollstandig sequenziert und chasate(Dunn und Studier,
1983; Studier und Dunn, 1983; Moffatt und Studier, 1988). T7 besitzt ca. 50 Gersmg¢hdie
anhand des Zeitpunkts ihrer Expression in drei Klassen einteilen lassen (S1Qidigr

Klasse |

Die erste Klasse umfasst 10 Gene, die von der wirtseigenefrFRNmerase transkribiert
werden. Diese Gene bereiten die Ubernahme des TranskriptionsapgeraVirtszelle durch
den Phagen vor. Aufgrund der Konkurrenz durch die bakteriellen Gene muissenGene
besonders effizient exprimiert werden. Zu dieser Klasse gehdrenin dieser Arbeit
verwendeten Gene 0,3; 1 und 1,3.

Klasse Il

Zu dieser Klasse gehoren 24 Gene. Sie werden von der phageneigeneRoRM&rase
abgelesen. lhre Funktion ist die DNA-Replikation sowie die endgultiile@ing der



Einleitung

Proteinsynthese des Wirts mittels Inaktivierung der Wirtspolgseemund der Zerstérung der
Wirts-DNA.

Klasse Il

Diese Gruppe umfasst Gene, die fur Strukturproteine des Virions kodidex an der Reifung
des Phagenpartikels beteiligt sind. Auch diese Gene werden von eRNA-Polymerase
transkribiert. Zu dieser Klasse gehort auch die im Rahmenrdiebeit untersuchten Gene 10
und 11.

Die Gene der Klasse I, auch friihe Gene genannt, werden von der ENo&Polymerase
transkribiert. Zwischen den Genen 1,3 und 1,4, am Ende der frGhen Redindetosich ein
Transkriptionsterminator, der nur von der E.coli RNA-Polymerase, alwit von der T7-RNA-
Polymerase erkannt wird (Dunn und Studier, 1980). Ein zweiter Transkrigtionsator
befindet sich zwischen den Genen 10 und 11 (Niles und Condit, 1975; McAlliste
McCarron, 1977). Dieser Terminator wird von beiden Enzymen erkannt.

Die T7-mRNAs sind in der Regel polycistronisch und werden durctirRbliaselll prozessiert.
Die RNaselll ist ein Wirtsenzym, das bestimmte Sekundarstrukturen deéArmafkennt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der SB, dowie von mRNA-
Sekundarstrukturen als Faktoren, die eine wichtige Rolle bei derldwansinitiation spielen.
Durch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse soll gezeigt werskeentizegen der
noch immer weit verbreiteten Ansicht (siehe z.B. LehrbicherRvi&nippers: ,Molekulare
Genetik”, 8. Auflage, Kapitel 4, Thieme Verlag; T.A. Brown: ,Moder@enetik”, Kapitel 9, 2.
deutsche Auflage, Spektrum Verlag), dass SD und IT im richtigentaAtbszueinander
hinreichend sind fur eine starke TIR, auch andere Elemente unentbdiirlieine effiziente
Translationsinitiation sind. Diesen Sachverhalt klarzustellewigditig fir die Herstellung stark
exprimierender Genkonstrukte. Eine Untersuchung bezlglich des Zusgpomtens
unterschiedlich langer SD mit anderen, downstream gelegenen &grexiéen wurde bislang
noch nicht durchgefihrt.

Es existieren bislang auch keine Studien Uber die mdgliche Funktion wpm#irukturen zur
Stabilisierung von USR abhangig von der Position der entsprechendemidmalb einer
MRNA. Es ist ein grol3er Unterschied, ob sich eine TIR ammgnéaner mRNA steht (als erstes
Gen einer Transkriptionseinheit oder durch Prozessierung der mRN&)pbds sich um eine
interne Startstelle einer polycistronischen mRNA handelt.

Daher sind die in dieser Doktorarbeit dargelegten Daten von besondieten@sse fur ein
tieferes Verstandnis des Vorganges der Translationsinitiation.

Zur Analyse der Funktionen der SD und DB wurden unterschiedlich gre@enénte der TIR
der T7-Gene 0,3; 1 und 1,3 vor geeignete Reportergene kloniertiédle Gene gehdren zu den
frihen Genen der Klasse I. Gen 0,3 kodiert fir ein Protein, welchdsrafiusschaltung des
wirtseigenen Restriktionssystems beteiligt ist, Gen 1 kodierti#irT7-RNA-Polymerase und
Gen 1,3 fur eine Ligase.

Die im Wildtyp nur sehr kurzen SD dieser Gene (4 und 5 Nt) wurdéhd@®asenaustausch und
Baseninsertion kinstlich verlangert, wobei das aligned spacingv@ciridert wurde. Es wurde
nun untersucht, ob eine starke SD flr eine optimale Expression pert&gene ausreicht und
den Einfluss downstream gelegener stimulierender Elementzesrdeann. Hierzu wurden die
verschiedenen SD-Langen in Konstrukten unterschiedlicher Downstreamlangstietget
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Zur Untersuchung der Bedeutung von stabilen 5-Hairpin-Strukturen fie di
Translationsinitiation gab es bereits Studien Uber die TIR deGdrie 11; 1,1 und 1
(Sahillioglu, 1999; Jungbluth (1992; Helke et al., 1993). Alle drei Genégemfliber USR mit
davor liegenden 5’-hairpins. Durch Deletion des hairpins sank die atmmslrate aller drei
Gene jeweils mindestens um den Faktor 2. Dies spricht fur eifgigadRolle dieser hairpin-
Strukturen fir die effiziente Translationsinitiation. Fir meine re@geUntersuchungen benutzte
ich die TIR des T7-Gens 11. Das Gen 11 gehort zu den KlassenBrnGund kodiert fur ein
Schwanzprotein. Es besitzt im T7-Genom keinen eigenen Promotor, siéndie@t also
innerhalb einer polycistronischen mRNA. Zwischen den Genen 10 und 11 befiodetder
bereits angesprochene TranskriptionsterminagmDieser Terminator besteht aus einer stabilen
hairpin-Struktur mit einer anschlieenden Sequenz von 6 Uridinen. Die ymétake
terminiert in 90% der Falle die Transkription an dieser Stailld0Po der Félle findet jedoch ein
Uberlesen des Terminators statt und die Transkription wird fatgfeso dass auch das Gen 11
transkribiert werden kann. Diese Konstellation stellt sichers gdammn Gen 10, welches fir das
Haupthillprotein des Phagen kodiert, gro3e Mengen mRNA synthetigeden, wahrend vom
Gen 11, dessen Genprodukt (Schwanzprotein) in weit geringeren Meng@&émgbevird, eine
relativ geringe Menge an mRNA hergestellt wird.

Der Terminator ® wird nicht nur von der T7-RNA-Polymerase erkannt, sondern auch von der
RNA-Polymerase von E.coli. Das spielt eine Rolle, denn alle Kddstrwurden in E.coli
exprimiert. Wie bereits beschrieben verfigen viele der stakrberten Gene von T7 Uber eine
USR mit davor liegendem 5‘-hairpin. Im Falle des Gens 11 istabesfalls der Fall, allerdings
wird der hairpin vom Terminator ¢ gebildet. Nach der Eliminierung der Sequenz aus 6
Uridinen funktionierte ® nicht mehr als Transkriptionsterminator, damit konnte die Bedeutung
des weiterhin ausgebildeten hairpins fir die Translationsinitiatitesige werden. Verschiedene
Fragmente der TIR dieses Gens wurden bereits von Dr. Sabhillioglunterschiedliche
Expressionsvektoren kloniert (Sahillioglu, 1999). Bei den von ihr hergestddlomstrukten
befand sich die T7-TIR immer am Anfang der mRNA. Im Rahmem bigsertation erhielt sie
Daten, die auf eine wichtige Rolle des hairpins des Gens 11 fUfrdieslationsinitiation
schlieBen lassen. Es wurde, wie bereits oben angesprochen, angendasseate Aufgabe des
hairpins entweder darin besteht, die USR im Bereich der RBSWechselwirkungen mit
upstream gelegenen Sequenzen zu schitzen, oder aber in der Ausbildung von \iviechgeiw
mit den Ribosomen, welche das Finden der Startstelle erleiciarsich die TIR bei ihren
Untersuchungen aber sehr weit am 5-Ende der mRNA befand, gab mes gelRen
Sequenzbereiche upstream. Wenn der hairpin jedoch bereits in dies@enRose signifikante
Rolle bei der Translationsinitiation spielt, dann konnte, sofern der Absefiekt von
Bedeutung ist, seine Wichtigkeit im Inneren einer polycistronisaifRNA, analog zur Wildtyp-
Situation im Phagen, noch gréRer sein. In der vorliegenden Arbeit sotiesucht werden, ob
es sich so verhalt. Sollte sich kein Abschirmeffekt des hairpathweisen lassen, so ist
anzunehmen, dass es zu direkten Kontakten mit den Ribosomen kommt.



Material und Methoden

1.1 Material

11.1.1 Laborausstattung

Brutschrénke: Desaga, Heidelberg; Ehret
Elektrophoreseapparaturen: institutseigene Werkstatt
Eppendorfschiittler Typ 5432: Migge, Heidelberg
Entwicklermaschine: Agfa Curix 60
Feinwaage: Sartorius Typ 2492, Gottingen
Geltrockner: Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen
Gradientenzapfgerat: Isco D
Grobwaage: Sartorius Typ 2254, Gottingen
Kassetten fur Autoradiographie: GOOQOS, Heidelberg und Amersham, England
Kleinbildkamera: Nikon F-2 (mit 55 mm Objektiv)
Kuhlfalle fur Vakuumpumpe: Bachofer, Reutlingen
Kuhlschranke: Bosch, Liebherr
Kuhlzentrifugen: Sorvall RC2-8
Sorvall RC5-B
Sorvall RC5-C
Mikrowellenherd: Philips cooktronic 8910, Schweden
Netzgerate: LKB Typen 2103 und 2197 Bromma, Schweden
Vokam Typ SAE 2761, Shandon, London
pH-Meter: Digital pH-Meter Typ 646, Knick, Berlin
Photometer: Carl Zeiss Typ PM QIll, Oberkochen

LKB Ultraspec Il, Bromma, Schweden
Hitachi U-1100

Pipetman: Gilson

Rundgelapparatur: Holzel, Laborgerate, Dorfen

Schuttelinkubatoren: HT Infors Typen KF4 und RS1T, Basel

Szintillationszahler: Wallac 1409, Turku, Finnland

Speed-Vac: Savant Speed-Vac Concentrator

Sequenziermaschine: ABI310, Applied Biosystems

Thermocycler: Biomed Thermocycler 60

Tiefkiihlschranke (-20°C): Bosch, Linde

Tiefkthltruhen (-70°C): Colora UK 85-300 T und Colora UF 80-450 S

Tischzentrifugen: Eppendorf Typ 5412 und 5414

Ultrazentrifugen: Beckman Typen L8-55 und L8-70, Sorvall OTD-75B

UV-Platten: Typ C62, Ultraviolet Prod. inc., San Gabriel USA
N90 (254 nm), K. Benda

Vakuumpumpe: A. Pfeiffer GmbH, Wetzlar

Vortex: Heidolph Typ REAX 1

Wasserbader: Julabo U3/6A, Juchenheim Labortechnik KG, Seelbach

Gesellschatft fur Labortechnik (GFL) mbH, Hannover
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11.1.2 Verbrauchsmaterial

DEAE-Zellulose-Papier: Typ DE-81, Whatman

Dialysierschlauche: Visking Typ 20/32, Wandstarke 0,02 mm, Durchmesse
16 mm, Breite 25 mm, Roth, Karlsruhe

Einmalkantlen: diverse Grof3en, Terumo, Belgien
B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalkuvetten: Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Eppendorf-Reaktionsgefalle: 0,5 ml/ 1,5 ml/ 2 ml, Eppendorf Geratebau, Hamburg
und Sarstedt, Numbrecht (nur 1,5 ml)

Filme: Kodak XAR-5 (Rontgenfilme)

Filmentwickler: Roentoroll HC, Tetenal (Rontgenfilm)

Filmfixierer: Superfix MRP, Tetenal (Rontgenfilm)

GF/A-Filter (2,5 cm): Whatman

Mikroschlauch: 0,5 mm Innendurchmesser, Portex, England

Pipettenspitzen (fur Pipetman): Tipac C20/TJ, Gilson, France
Gilson C10 Crystal Tips

Vials fur Scintillationszahler: Zinsser Analytic, Frankfurt

Whatman-Papier: Typ 3MM, Whatman

Zentrifugenrdhrchen (UZ): Quick-Seal, Beckmann

11.1.3 Chemikalien

Alle nicht aufgefuhrten Chemikalien waren von der Qualitat pind. wurden von den Firmen
Merck, Darmstadt, Serva, Heidelberg und Roth KG, Karlsruhe bezogen.

Agarose: Seakem ME- und LE-Agarose, A. Johr&ddo. GmbH
Bovine Serum Albumin (BSA): Sigma, St. Louis, USA

Bromphenolblau: Serva, Heidelberg

Orange G: Fluka, Neu Ulm

Xylencyanol/FF: Fluka, Neu Ulm

11.1.4 Medien, Puffer, Stockldsungen

Alle verwendeten Medien, Puffer und Stocklésungen sind im Methodenteil aufgefihrt.
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[1.1.5 Enzyme

11.1.5.1 Restriktionsenzyme

Enzym Erkennungssequenz isoliert aus bezogen von
BamHI 5 GIGATCC 3 Bacillus NEB
amyloliquefaciens H
Bpull102| 5" GCITNAGC 3 Bacillus pumefaciens Fermentas
Bsml 5 GAATGCN | 3 Bacillus NEB
stearothermophilus
EcoRl 5 GIAATTC 3 Escherichia coli RY 13 NEB
Hindlll 5'ALAGCTT 3 |Haemophilus NEB
influenzae
Mfel 5 CIAATTG 3’ Mycoplasma fermentans NEB
Ncol 5 CICATGG 3 Nocardia corallina NEB
Xhol 5" CITCGAG 3’ Xanthomonas holcicola NEB

11.1.5.2 weitere Enzyme

Calf Intestinal Phosphatase (CIP): Boehringer Mannheim
RNase A (aus Rinderpankreas): Serva, Heidelberg
T4-DNA-Ligase: Biolabs, Beverly, Mas., USA
T4-DNA-Polymerase: Biolabs, Beverly, Mas., USA
T4-Polynukleotidkinase (PNK): Boehringer Mannheim
T7-RNA-Polymerase: Biolabs, Beverly, Mas., USA

11.1.6 Radioisotope

[a-3°S]dATP, **S-Methionin und““C-UTP wurden von Amersham und Buchler (Braunschweig)
bezogen.

I1.1.7 Bakterienstamme

Escherichia coliM101: : supE, thi,A (lac-proAB), [F’, traD36, proAB+, laclgZaM15], A

Escherichia colDH5alpha: F-, #80daczZAM15, endAL, recAl, hsdRL7 ,m¢), SUpE44, thi-1,
gyrA96, relALl,A (lacZYA-argF)U1694°

Escherichia colMC1061: F araD139 A (ara-leu)7696 galE15 galK1é (lac)X74 rpsL
(StHhsdR2(km¢")merA,merB1
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11.1.8 Vektoren

pDS5-ND: Bujard et al., 1987;
pDS5-Derivat mit dem T5-Promotor N25 und dem lac-Operator OB€xt,

pDS5-NC: pDS5-Derivat mit dem T5-Promotor N25 und dem lac-Operator O3Q4alsa

alleiniges Reportergen.
pDS5-NcD pDS5-Derivat mit dem T5-Promotor N25 und dem lac-Operator O304, wégkir

cat vor dhfr
pDS5-TcD: pDS5-Derivat mit einem T7-Promotond dem lac-Operator O304, verkurztes cat

vor dhfr
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1.2 Methoden

I1.2.1 Restriktionsverdau

Um aus einem DNA-Molekil ein bestimmtes Fragment zu gewinnemgden Verdaus mit
Restriktionsenzymen durchgefihrt. Mit Typ lI-Restriktionsenzymen kdmi¢A-Molekile an
spezifischen Stellen geschnitten werden. Kurze Sequenzen auf derD@igt 4-6 bp) dienen
als Erkennungsstellen. An den Schnittstellen kénnen glatte Enden (bhds) eder
Uberhangende Enden (sticky ends) entstehen.

11.2.1.1 Analytischer Restriktionsverdau

Fiur den analytischen Restriktionsverdau werden geringe Mengen areiDiyésetzt (ca 0,1-0,2
ug). Das Volumen eines solchen Verdaus betrug in der Regel .1@Dyrth spezielle
Enzympuffer wurde fir ein optimales Milieu fur die Restriktionsenzynsegg.

Wurde fur den Verdau Miniprep-DNA eingesetzt, die nach der Bimiaoly-Methode
(11.2.10.1) isoliert wurde, musste RNase A (2jug) hinzugegeben, urediareinigende RNA zu
entfernen. Diese wird in ihren doppelstrangigen Bereichen ebenfalls von Ethidmidlyefarbt
und kann DNA-Banden tberdecken.

Die Inkubation wurde, sofern keines der beteiligten Enzyme ein an@lersperaturoptimum
hatte, bei 37°C durchgefiihrt. Zur Festlegung der Inkubationsdauer wurdexktdigat des
Enzyms, die Menge an DNA sowie die Anzahl vorhandener Schnittstedigicksichtigt. Zum
Abstoppen der Reaktion wurde 1/10 Volumen 10x DNA-Probenpuffer zum Verdau
hinzugegeben.

RNaseA-Stockldsung:

Konzentration: 2 mg/ml

10x DNA-Probenpuffer fir Agarosegelproben:

60% Saccharose in 10x Loening-Puffer
1 Spatelspitze Orange G / 50 ml

1 Spatelspitze Xylencyanol / 50 ml

1 Spatelspitze Bromphenolblau / 50 ml

10x DNA-Probenpuffer fur Polyacrylamidgelproben:

60% Saccharose in 10x TBE-Puffer

1 Spatelspitze Orange G / 50 ml

1 Spatelspitze Xylencyanol / 50 ml

1 Spatelspitze Bromphenolblau / 50 ml
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11.2.1.2 Praparativer Restriktionsverdau

Fur einen praparativen Restriktionsverdau wurden grol3ere DNA-Menggesetzt als fir den
analytischen Verdau (0,5-1 pg). Das Volumen war daher ebegfélker (20-50 pl). Verdaut
wurde meist Uber Nacht, um eine vollstandige Umsetzung der DNA zu gewahrleiste

11.2.2 Gelelektrophoretische Methoden

11.2.2.1 Gele zum Auftrennen von DNA

Aufgrund ihres negativ geladenen Phosphatrickgrats besitzen alle Malékiile eine
einheitliche Ladungsdichte. Daher ist es moglich, unterschiedael DNA-Molekile anhand
ihrer unterschiedlichen Formfaktoren voneinander zu trennen. Es watdellesem Zweck
Agarosegele und 8% PAA-Gele verwendet.

Die Standard-TaschengroRe fiir analytische Gele betrug 4 mmm & timm = 16 mrhbei
Agarosegelen und 4 mm x 1 mm x 5 mm = 20 8% PAA-Gelen. Fir die analytischen
Verdaus reicht dies aus. Bei den praparativen Verdaus wurden engsporeids Probenvolumen
mehrere Stege des Kammes mit Tesafilm zusammengeklebt.

11.2.2.1.1 Agaroseqgele

Es wurden meist 1%ige oder 3%ige Agarosegele verwendet, in werdtien &uch 2%ige. 1%
Agarosegele wurden fir die Auftrennung hochmolekularer DNA-Molekid® pp bis einige
1000 bp) verwendet. 3% Agarosegele dienten aufgrund ihrer geringerengri@8esrzur
Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente bis zu 700 bp. 2% Agarosetglensein Mittelding
zwischen den beiden anderen Varianten dar.

Die Agarosegele wurden auf eine Glasplatte mit der Grundflacleenl® 8 cm gegossen. Ein
Auslaufen des Gels wurde durch die Oberflachenspannung der Agaroseiégungdert. In die
noch flissige Agaroselésung wurde der Kamm eingesetzt.

Als Laufpuffer fur die Agarosegelelektrophorese wurde 1x LoenuféeP verwendet. Die
Elektrophorese wurde bei konstant 200 mA (1%Agarosegele) bzw korZg@nmA (3%
Agarosegele) durchgefihrt.

10x Loening-Puffer pH 7,6:

0,36 M Tris HCI
0,3 M NaHhPO, x H,O
0,01 M EDTA*Na x H.O
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11.2.2.1.2 8% Polyacrylamidgele

Aus Acrylamid- und Bisacrylamidmonomeren wird mit Hilfe frelenmoniumpersulfatradikale
(APS) und N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)saMediator ein Polymer
hergestellt. Diese Matrix dient zur Auftrennung von kurzen DNA-Midlen (vergl. 3%
Agarosegele). Der wassrige Acrylamidansatz wurde zwisch@lagplatten mit der Flache von
17 cm x 20 cm gegossen, die durch 0,1 mm dicke Spacer voneinander geasmtZum
Abdichten der Glasplatten wurde eine 1% wassrige Agarlésung verw@aidfamm wurde in
die unpolymerisierte Losung eingesteckt und nach der Polymensatieder entfernt. Die
Elektrophorese erfolgte fur ca 1 h bei konstant 200 V.

Gelansatz

3,5 ml 10x TBE

9,3 ml Acrylamid (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
22 ml HO

400 pl APS

40 pl TEMED

10x TBE-Puffer:

Tris: 0,89 mM
Borsaure: 0,89 mM
Na, EDTAH,0: 20 mM

11.2.2.1.3 Anfarben von dsDNA

Ethidiumbromid ist ein fluoreszierendes Agens, das sowohl an DNAuals an RNA bindet,
indem es zwischen zwei Basenpaare interkaliert. Allerdisgdie Affinitdt des Farbstoffs zu
RNA geringer. Im UV-Licht fluoreszieren die Nukleinsdure-EthRmkplexe starker als das
EthBr alleine. Die Nukleinséure Ubertragt das absorbierte Utitldabei auf den Farbstoff, der
ein orangerotes Licht emittiert.

Fur die Farbung der DNA-Gele wurde eine wassrige EthBr-LosundanKonzentration von 1
png/ml verwendet. Die Gele wurden fur ca 8 min unter Schitteln in der &swibglinkubiert und
nach kurzem Entfarben in,B\ye fotografiert.

11.2.2.2 Gele zum Auftrennen von Proteinen

Proteine wurden mit Hilfe von SDS-PAA-Gelelektrophorese (SDSHPA&ufgetrennt. Die
Proteine werden, bevor man sie auf das Gel aufgetragt, mitiete und SDS-Zugabe
denaturiert. SDS bindet oberhalb einer Konzentration von 0,3% in eindro8tétrie von etwa
einem SDS-Molekul pro Aminosaurerest an die Proteine. Diese wedddurch negativ
durchgeladen, die Ladungsdichten sind nun fir die meisten Proteimggefabt Disulfidbriicken
werden durch Zugabe eines Reduktionsmittels fvidercaptoethanol gelést. Nun kénnen die
Proteine auf dem SDS-PAA-Gel gemal ihrer Lange aufgetrennt werden.
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Fur die SDS-PAGE wird neben dem Trenngel, in dem die Protafgeteennt werden, noch ein
Sammelgel gegossen. Dieses dient zum Fokussieren der ProbehelfehgpH-Wert von 6,8.
Bei diesem pH besitzen die im Elektrophoresepuffer enthaltene@m@&fylonen nur eine geringe
Mobilitat, da sie nur zu einem geringen Teil geladen sind. Die Cidoen, die ebenfalls im
Puffer enthalten sind, wandern durch ihre hohe Ladungsdichte sehH.sétuigchen den CT
lonen und den Glycinat-lonen entsteht daher eine Zone mit geriredgst&rke, in der die
Proteinfront fokussiert wird. Beim Ubergang in das Trenngel fiedepH-Sprung statt, von 6,8
auf 8,8. Die Glycinat-lonen sind nun zum Grof3teil geladen und tberholératmnfront. Die
Proteine werden nun aufgrund ihrer Gré3e im dichteren Trenngel aufgetrennt.

Das SDS-PAA-Gel wurde folgendermal3en gegossen: Das Trenngkd mwirschen zwei durch
0,1 mm dicke Spacer getrennte Glasplatten von 17 cm x 20 cm gegossdBla#ung der
Oberflache wurde mit $Ove Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Wasser
entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Die Tasohé&wuftragen der Proben
wurden auf zwei verschiedene Weisen erzeugt. Entweder wurdeasimkerwendet, der nach
dem Polymerisieren wieder entfernt wurde, und dessen Zahnastéén bilden, oder es wurde
ein Kamm verwendet, der nach dem Polymerisieren im Gel verhtidbtzkerem Fall wurde das
Sammelgel nicht ganz bis zum oberen Rand der Ohrenplatte gegosgsdiis(ca 5 mm unter
dem Rand) und die Zwischenrdume zwischen den Zédhnen des Kamms lidet¥ande der
Probentasche.

Fir die Elektrophorese wurde 1x TAGL verwendet. Die Elektrophadetgte fur 2,5-3 h bei
40 mA, bzw. Uber Nacht bei 6°C und 80 V konstant.

Ansatz fir das Trenngel:

7,5 ml Lower Tris pH 8,8

12,5 ml Acrylamid (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
100 ul 10 % APS

50 pl TEMED

Ansatz fir das Sammelgel:

6,2 ml HOve

2,5 ml Upper Tris pH 6,8

1,4 ml Acrylamid (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)
50 pul 10 % APS

100 pl TEMED

4x Lower Tris: 4x Upper Tris: 10x TAGL:
1,5M Tris/HCI pH 8,8 0,5M Tris/HCI pH 6,8 250 mM Tris
0,4% SDS 0,4% SDS 2 M Glycin

1% SDS
Vorbereitung der Probe:
Aus einer E.coli-UNK wurden 0,5 ml entnommen und die Zellen abzengifugium Pellet

wurde 40 pl Proteinprobenpuffer gegeben. Die Proben wurden fur 15-20 mhigelsaund
danach fir 10 min aufgekocht.
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Proteinprobenpuffer (PROTRI):
25% 4x Upper Tris

20% Glycerin

3% SDS

3% B-Mercaptoethanol

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Farben der SDS-Proteingele:

Zum Sichtbarmachen der einzelnen Proteinbanden wurden die Gelehstukécz in der
Farbeldsung in der Mikrowelle gekocht und 15 min bei RT stehen geld3asach wurde die
Farbeldsung entfernt und das Gel in Entfarber aufgekocht und mindé&Stemsa bei RT stehen
gelassen. Der verwendete Farbstoff, Coomassie-blue, bleibt anotkn® gebunden, wahrend
sich der Gelhintergrund wieder entfarbt.

Farbel6sung: Entfarbelésung:
0,1% Coomassie Brilliant Blue R250 10% Essigsaure

in Entfarbelésung

Dokumentation:

Nach kurzem Wassern wurden die Gele auf Whatmann 3MM-Papierufibbednd mit
Frischhaltefolie abgedeckt. AnschlieRend wurden sie 30-40 min bei 65%hauni Geltrockner
unter Vakuum getrocknet.

11.2.3 Elution von DNA aus Agarose- und PAA-Gelen

11.2.3.1 Elektroelution

Nach einem praparativen Restriktionsverdau und der anschlieRenden geéleddtischen
Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente mussten die inggezsi@n DNA-Fragmente
aus dem Gel zur weiteren Verarbeitung zurickgewonnen werdeneBEiaktroelution wurde
die DNA zunéachst an DEAE-Cellulose gebunden und anschlie3end mitectdtonzentrierten
Salzlésung unter Hitze heruntergewaschen. Zu diesem Zweck wurdenitdethidiumbromid
gefarbten Banden unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und iGlagnohrchen
(abgesagte Pasteurpipette) tberfuhrt. Das Réhrchen wurde auSeiteemit DEAE-Cellulose
verschlossen. Mit 1/2x TBE aufgeftllt und in einer Rundgelapparatertidie Elektrophosese
der DNA aus dem Gel-Stick auf die DEAE-Cellulose wurde fir 2 h208V konstant
durchgefuhrt. Danach erfolgten drei Waschschritte (10 s in Ethand,idQlx TBE, 10 s in
Ethanol). Zwischen den Waschschritten wurden die DEAE-Celluldss-kurz luftgetrocknet.
Der so behandelte Filter wurde in ein 0,5 ml Eppendorftube tberfliHdhegeein Loch am
Boden aufwies. Es wurden 30 pl 1,5 M NaCl in 1x TE dazu gegebese®DGefalR wurde in ein
1,5 ml Eppendorftube gestellt und 2x fur je 10 min bei 65°C inkubiert, um i mit Hilfe
der Salzlésung vollstandig von der DEAE-Cellulose zu l6sen. Die DINA hierbei von den
negativen Chloridionen verdrangt. Nach jeder Inkubationszeit wurde dNé-Haltige
Salzlésung durch das Loch in das groRere Eppendorfgefald zenttifggeso erhaltene DNA-
L6sung wurde mit B verdinnt und mit Ethanol gefallt (siehe 11.2.4.1).
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10x TBE: 10x TE:
siehe Punkt 11.2.2.1.2 0,1 M Tris/HCIl pH 7,5
0,01 M EDTA

11.2.3.2 Elution mit dem NucleoSpin Extract Kit

Durchfiihrung:

1) Ausschneiden der DNA-Bande aus dem Agarosegel

2) 300 pl Puffer NT1 fur je 100 mg Agarose zugeben

3) Inkubation fir 10 min bei 50°C, alle 2-3 Minuten vortexen

4) Uberfuihrung der Probe in ein NucleoSpin-tube, dieses in 2 ml Eppendorfgefal stellen

5) Zentrifugation fir 60 s bei 6000 g

6) 2x Zugabe von 700 pl NT3-Puffer, Zentrifugation jeweils fur 60 & mmximaler
Geschwindigkeit

7) Zentrifugation fur 60 s mit max. Geschwindigkeit um letzte Pufferresentfernen

8) NucleoSpin-tube in frisches Eppendorfgefald setzen, 50 ul Elutionspufjeben und
fur 60 s mit max. Geschwindigkeit zentrifugieren

11.2.4 Fallung von Nukleinsduren

11.2.4.1 Fallung von DNA mit Hilfe von Ethanol, Isopropanol, n-Butanol

Die DNA-LG6sung wird auf eine Salzkonzentration von 0,2 M mit NaCl dt&c gebracht.
Danach wird der Alkohol zugegeben. Wird Ethanol verwendet, so wirdeFidkonzentration

von 70% bendtigt. Im Falle von Isopropanol genigt eine Endkonzentration von 40%. Bei
Verwendung von n-Butanol wurde das 10fache Volumen hinzugegeben. Wahrend der
Zentrifugation fallt die DNA als Salz aus. Nach dem erdentrifugationsschritt wurde das
Prazipitat in der Regel mit 70% Ethanol gewaschen, anschlieRemdckoett und im
gewunschten Volumen eines Puffers oder Wasser aufgenommen.

11.2.4.2 Fallung von radioaktiv markierter RNA mit Hilfe von Perchlorsédure

Zur Quantifizierung der mRNA-Synthese meiner Konstrukte wurde zeilfreies in vitro
Transkriptions-/Translationssystem (I1.2.14) verwendet. Die Reaktimdevdurch die Zugabe
von 0,3 M HCIQ gestoppt. Dies fuihrt zu einer Préazipitation der synthetisierten RNA.

I1.2.5 Herstellung synthetischer Oligonukleotide

Die verwendeten Primer und andere Oligonukleotide wurden im ZMBH s$teflj@der von den
Firmen MWG und Thermo Hybaid bezogen. Sie waren einzelstrangighesal3en kein 5'-
Phosphat.
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[I.2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mit Hilfe der PCR wurden gezielt Veranderungen in DNA-Sequergirgefuhrt. Es wurden
synthetisierte Primer verwendet, die mit Hilfe einer thestabilen DNA-Polymerase verlangert
wurden. Verwendet wurde die HotStarTaq von Quiagen.

Ein PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

82,5 },l| Fﬁodd

10 pl PCR-Puffer

2 ul NTP (10 mM)

2 ul Primer 1 (0,1-0,5 uM)
2 pl Primer 2 (0,1-0,5 pM)
0,5 ul HotStarTaq

1 pl DNA-Template (< 1 pg)

PCR-Programm:

15 min 95°C

30x: - 1min94°C
- 1 min58°C
- 1min72°C

10 min 72°C

[1.2.7 Klonierung von DNA-Fragmenten in einen Vektor

11.2.7.1 Praparation des Vektors

11.2.7.1.1 Verdau des Vektors

Der verwendete Expressionsvektor musste vor der Einklonierung desHpad#ients mit Hilfe
von Restriktionsenzymen aufgeschnitten werden. Wurde nur ein Enzymnumiteiner
Schnittstelle verwendet, so wurde der Vektor linearisiert. @& Verwendung von zwel
unterschiedlichen Restriktionsenzymen wurde ein Vektorstick herahsgésn. Fir den
Verdau wurde ca 1 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Inkubiert wurde tGbehtNbei der fur die
verwendeten Enzyme optimalen Temperatur (in der Regel 37°C).

11.2.7.1.2 Dephosphorylierung eines linearisierten Vektors

Bei der Ligation eines Inserts in einen linearisierten Vektoesswahrscheinlich, dass dieser
religiert, ohne ein Insert aufgenommen zu haben. Um die Anzahkerédighektoren mdglichst
klein zu halten, wurde am linearisierten Vektor die 5’-Phosphatgroppélilife des Enzyms
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) entfernt. Ohne die 5-Phosphatgisipes der T4-Ligase
nicht mehr moglich, die beiden Vektorenden zu religieren.
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Dephosphorylierungsansatz: 10x CIP-Puffer:

15 pl linearisierter Vektor (ca. 30 pmol) 500 mM Tris/HCI pH 9
5 ul 10x CIP-Puffer 10 mM Mggl

1UCIP 1 mM ZnGl

H2Oq4q ad 50 pl 10mM Spermidin

Es wurde fir 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Enzym durch Zugal#eDTA (1
mM Endkonzentration), SDS (0,5% Endkonzentration) und 15 minltiges Erhitze®8&Df
inaktiviert. Durch eine anschlielende Ethanolfallung (1.2.4.1) wurde d@smén verringert.
Das Endvolumen wurde so gewahlt, dass eine Konzentration von ca. 2 pmol/ul erreieht wur

11.2.7.2 Praparation des Inserts

Wurden synthetisierte Oligonukleotide fur die Klonierung verwendet, ssstan diese zuerst
hybridisiert und anschliel3end phosphoryliert werden.

11.2.7.2.1 Hybridisieren von Oligonukleotiden

Hybridisierungsansatz
Je 1 pl Oligonukleotide (10 pg/ul)
98 pul 10 mM Tris/HCI pH 7,5

Die Hybridisierung erfolgte durch Inkubation bei 65°C fir 10 min und aresddtider
Inkubation von 10 min bei RT

11.2.7.2.2 Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Phosphorylierungsansatz:

12 pl 10x PNK-Puffer

2 pl hybridisierte Oligonukleotide
2 ul 100 mM ATP

2 ul PNK

H>Oqq ad 20 },l|

Die kinstlich synthetisierten Oligonukleotide besitzen keine 5-Phogpipgte. Fur eine
Ligation war eine 5’-Phosphatgruppe an mindestens einem der Endeu ligierenden DNA-
Molekule notwendig. Die Phosphorylierung erfolgte mit Hilfe des Brzyolynukleotidkinase
aus T4.

Nach einer Inkubationszeit von 50 min bei 37°C wurde das Enzym durch 15g@snEthitzen
des Ansatzes auf 69°C inaktiviert.
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11.2.8 Vektor-Insert-Ligation

Bei den von mir durchgefiihrten Vektor-Insert-Ligationen handelteias s sticky-end-
Ligationen. Die Reaktion wurde vom ATP-abhangigen Enzym T4-Ligasalykedrt. Das
Verhéltnis von Vektormolekilen zu Insertmolekilen entsprach etwa 2:1. &indohe
Konzentration von Insertmolekilen wirde die Bildung von Insert-Dimeren bggims Es
wurde entweder fur 30-60 min bei RT oder tUber Nacht bei 16°C ligiert.

Ligationsansatz:

5 pl Insertfragment (ca. 1 pmol)

1 pl aufgeschnittener Vektor (ca. 2 pmol)
4 ul 5x Ligationspuffer

1 pl T4-Ligase

H,O ad 20 pl

Nach der Inkubation wurde der Ansatz auf 50 pl aufgefullt mdgd Danach erfolgte eine
Fallung mit dem 10fachen Volumen n-Butanol (11.2.4.1). Das Prazipiatle in 10 pl HOyq
aufgenommen. Dieser Schritt wurde durchgefiihrt, um Salze zurentfetie bei der folgenden
Elektroporation stéren kdnnten.

11.2.9 Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA

Es gibt verschiedene Methoden Plasmid-DNA in BakterienzellerusthieulRen. Verwendet
wurde die Methode der Elektroporation. Ca. 10 ng Plasmid-DNA wurdemtaprechend
praparierten Zellen (11.2.9.1) gegeben. Die Zellen wurden dann einektrigthen Puls
ausgesetzt, der die Zellen durchlassiger fir die DNA macht. &laeh Erholungszeit von 30-60
min in einem LB-Medium mit 1% Glukose konnte der Transformatiorgaresuf Ampicillin-
haltigen (100pug/ml) Agar-Platten ausplattiert werden. Diesedevuriiber Nacht bei 37°C
inkubiert.

LB-Medium:

10g Bactotrypton
10g NaCl

5 g Hefeextrakt
H->Ove ad 1l

11.2.9.1 Herstellung elektrokompetenter E.coli-JM101-Zellen

400m! LB-Medium wurden mit einer 4 ml UNK des E.coli-Stamms JMIijemnpft und bei
37°C bis zu einer Ofp von 0,5-0,6 im Schdttler inkubiert. Im folgenden wurde bei einer
Temperatur von 0°C-4°C weitergearbeitet. Die Zellen wurden alifpgert, 2x mit 400 ml
H.Ove gewaschen, jeweils zentrifugiert, danach in 40 ml einer w&ss10% Glycerinlosung
aufgenommen, nochmals zentrifugiert, in 400 pl der 10%igen Glycarirgésufgenommen und

in Aliquots von je 40 pl aufgeteilt und bei —70°C gelagert.
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11.2.9.2 Elektroporation

Zu einem 40 pl Aliquot der elektrokompetenten Zellen (11.2.9.1) wurd ca. Flasgnid-DNA
zugegeben. Das Gemisch wurd in eine Elektroporationskiivette Ubenficghitn Elektroporator
einem elektrischen Puls ausgesetzt (2,5 kV; 25 pF; 200 Ohm). DieriBaktespension wurd
danach sofort in LB-Meium mit 1% Glukose Uberfiihrt. Nach einer iergéonszeit von 30-60
min wurden 100-200 pl des Transformationsansatzes auf Ampicilligéalthgarplatten (100
png Ampicillin/ml LB-Agar) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

11.2.10 Plasmidpraparation

Die Isolierung von Plasmiden aus UNK transformierter Zelldolgie nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse. Hierbei werden die Zellen durch Zugabe von NaOH una&BiSrt, Proteine
und DNA werden denaturiert. Die groRRe chromosomale DNA von E.codilitexfif Grund von
mechanischen Scherkréaften in kleiner Fragmente und liegt dann retitringformig vor. Im
Gegensatz zur geschlossenen Plasmid-DNA, deren Einzelstradgeawsf Grund ihrer
raumlichen Nahe sehr schnell wieder finden und renaturieren, findewlisi&€inzelstrange der
chromosomalen DNA-Fragmente nur sehr langsam. Bei der folgendemg-grazipitiert
vornehmlich die Plasmid-DNA.

11.2.10.1 Miniprap nach Birnboim und Doly

Folgendes Protokoll wurde verwendet:

1) Zentrifugation von 1,5 ml einer E.coli UNK fir 2 min bei 9000 Upm
2) Resuspendieren des Bakterienpellets in 100 pl Losung |

3) Inkubation bei 0°C fir 5 min

4) Zugabe von 200 pl frisch zubereiteter Losung Il, mischen durch 2x drehen um 180°
5) Inkubation bei RT flr 2 min

6) Zugabe von 150 pl Lésung lll, 10 s auf dem Kopf gestellt vortexen
7) Inkubation bei 0°C fir 5 min

8) Zentrifugation bei 4°C und 13000 Upm fur 5 min

9) Uberfiihren des Uberstandes in neues Eppendorfgefal

10) Zugabe von doppeltem Volumen absoluten Ethanol, gut mischen
11) Inkubation fur 2 min bei RT

12) Zentrifugation bei 4°C und 13000 Upm flr 5 min

13) Waschen des DNA-Prazipitats mit 1 ml 70% Ethanol

14) Zentrifugation bei 4°C und 13000 Upm fr 5 min

15) Trocknen des Pellets, Aufnahme in 30 pl 20 mM Tris/HCI pH 7,5

LOsung I: LOsung I LOsung llI:

50 mM Glukose 0,2 M NaOH 3 M NaAc pH 4,8
25 mM Tris/HCI pH 8 1% SDS

10 mM EDTA
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11.2.10.2 Miniprap nach dem SegLab-Laccone-Protokoll

1) Zentrifugation von 2-5 ml UNK fiir 10 min bei 4000 Upm

2) Resuspendierung des Bakterienpellets in 100 pl Resuspendierungspuffer RE

3) Zugabe von 200 pl Lysepuffer LY, sanftes Uber-Kopf-Schwenken

4) Inkubation fur maximal 5 min bei RT

5) Zugabe von 150 pl Neutralisierungspuffer NE, sanftes Uber-Kopf-Schwenke

6) Inkubation fur 5 min bei RT

7) Zentrifugation bei 14000 Upm fiir 30 min, Uberfilhrung des Uberstamdeselies
Eppendorfgefald

8) Zugabe von 1 ml absoluten Ethanol, gut mischen

9) Zentrifugation fir 20 min bei 14000 Upm

10) Waschen des DNA-Prazipitats mit 1 ml 70% Ethanol

11) Zentrifugation fur 5 min bei 14000 Upm, Trocknen des Pellets, Aufnahme in 3@l H

[1.2.10.3 Maxiprap

1) Zentrifugation von 400 ml einer E.coli-UNK fiir 15 min bei 8000 Upm
2) Resuspendieren des Bakterienpellets in 15 ml Losung |

3) Inkubation bei 0°C fir 45 min

4) Zugabe von 30 ml frisch angesetzter Losung Il

5) Inkubation bei 0°C fir 5 min

6) Zugabe von 22,5 ml Losung I

7) Inkubation bei 0°C fur 60-90 min

8) Zentrifugation bei 4°C und 9000 Upm fiir 45-60 min

9) Uberstand mit dem 2,5fachen Volumen absoluten Ethanol versetzen
10) Inkubation bei -20°C fur 60 min

11) Zentrifugation bei 4°C und 9000 Upm fir 20 min

12) Pellet in 4 ml Lésung IV aufnehmen

13) Zugabe von 10 ml absoluten Ethanols

14) Fallung fur 30-45 min bei —20°C

15) Zentrifugation fur 15-20 min bei 20000 Upm

16) Pellet in 1 ml Lésung IV resuspendieren

17) Zugabe von 2,5 ml absoluten Ethanols

18) Fallung fur 30 min bei —20°C

19) Zentrifugation fur 20 min bei 10000 Upm

20) DNA-Pellet trocknen und in 2 ml 20mM Tris/HCI I6sen

Losung I, II, I
Siehe 11.2.10.1

LOosung 1V:
0,1 M NaAc

50 mM Tris/HCI pH 8
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11.2.11 Reinigung von Plasmid-DNA tUiber CsCl-Dichtegradientenzentriigation

Zum Einsatz in einenin vitro Proteinbiosynthesesystem muss Plasmid-DNA sehr rein sein.
Daher wurde Plasmid-DNA, die mittels Maxiprdp gewonnen wurde hdsapygnische CsClI-
Dichtegradientenzentrifugation von den verbliebenen Kontaminationen géréigse Methode
basiert auf der unterschiedlichen Bindungskapazitat der DNA<orfur Ethidiumbromid.
Lineare DNA, d.h. Bruchstiicke der chromosomalen DNA, entwinden sich béitdekalation
von EthBr, es entsteht keine Spannung. In zirkular geschlossener PRN#idird durch die
Interkalation von EthBr eine Spannung erzeugt, die einer weitereagémihg von EthBr
entgegenwirkt. Plamid-DNA kann dadurch nicht so viel EthBr aufnehmefinesre DNA. Sie
besitzt daher eine etwas hdhere Dichte und lauft im CsCl-Diadent weiter als die lineare
DNA. RNA sedimentiert auf den Grund des ZentrifugenréhrchensgiReoschwimmen am
oberen Rand.

Maxiprap siehe 11.2.10.3, Schritte 1-8. Danach wie folgt:

1) Uberstand mit 0,7 Volumina Isopropanol versetzen

2) Inkubation ftr 30 min bei 0°C

3) Zentrifugation bei 4°C und 9000 Upm fur 30 min

4) DNA-Pellet aufnehmen in 4 ml 10 mM Tris/HCI

5) Zugabe von CsCl zu DNA-LAsung im Verhaltnis 1:1, d.h. 4 g CsCl zu 4 ml DNA-L6sung

6) Zugabe von 800 pl Ethidiumbromid (10mg/ml), Proteine fallen aus

7) Zentrifugation bei 20°C und 10000 Upm fir 15 min

8) Uberfiihren des Uberstandes in Quickseal-Zentrifugenréhrchen

9) Auffiullen des Quickseal-Réhrchens mit einer Losung aus CsCl/10rms€HCI pH 7,5
(1:1)

10) Verschweil3en des Quickseal-R6hrchens

11) Zentrifugation bei 20°C und 55000 Upm flir mindestens 18 h

12) Zapfen der Plasmid-DNA-Bande aus dem Quickseal unter Yidomg eines Isco-
Gradienten-Zapfgerats

13) Zugabe von 200 pl EthBr zu der gezapften DNA-L6sung

14) Uberfiihrung der DNA-LGsung in neues Quickseal-R6hrchen

15) Verschweil3en des Quickseal

16) Zentrifugation bei 20°C und 55000 Upm flr mindestens 18 h

17) Zapfen der Plasmid-DNA-Bande

EthBr stellt bereits in geringsten Konzentrationen einen efi@ktinhibitor des gekoppelten
vitro Proteinbiosynthesesystems dar. Es wurde daher mit Hilfe vesengeséattigtem n-Butanol
aus der Plasmid-Losung ausgeschittelt. Die Plasmid-Losung wirdemitgleichen Volumen
wassergesattigtem n-Butanol versetzt und gut durchmischt. Dag E#mBmelt sich in der
obenliegenden n-Butanol-Phase an. Diese wird abgenommen und verwotfeler Méassrigen
Phase werden die soeben beschriebenen Schritte wiederholt, Bistaiw|-Phase farblos wird
(2-4 mal).

Um das CsCl zu entfernen und das Volumen der Losung zu verringern wactiedem
Ausschitteln des EthBr eine Ethanol-Fallung (11.2.4.1) durchgefihrt. Dazbehohen
Salzkonzentrationen wahrend der Féallung das Salz ebenfalls prézipiiede die Plasmid-
Losung zuvor mit 2 Volumina #yq verdinnt. Nach der Zugabe von 2 Volumina absoluten
Ethanols wurde bei —20°C tber Nacht gefallt. Die geféllte DNAdedei 4°C und 10000 Upm
fur 20 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 pl Losung IVuseendiert, mit 1 ml
absolutem Ethanol versetzt und 2x 1 min in flussigem Stickstoff gefallt. AeBeimd wurde

-24 -



Material und Methoden

fur 15 min bei 4°C und 13000 Upm zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml 7@8an&
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das getrockeletei® 20 pl 10 mM Tris/HCI
pH 7,5 aufgenommen.

11.2.12 Konzentrationsbestimmung von DNA am Spektrophotometer

Das Absorptionsmaximum von Nukleinséduren liegt bei einer Wellgelaon 260 nm. Eine
OD.go VOn 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DIdAde# es
sich bei der zu messenden DNA um Oligonukleotide, so entspricht &g @n 1 einer
Konzentration von 20 pg/ml.

Zusatzlich wurde noch die optische Dichte bei 280 nm gemessen. lidigr das
Absorptionsmaximum fur Proteine. Durch den QuotientensDD-g, lasst sich eine Aussage
Uber den Reinheitsgrad der DNA-L6sung machen. Fur eine reine DN#gosollte der
Quotient bei 1,8-2,0 liegen. Fur CsCl-gereinigte DNA wurde zushtabbch die OD bei 230 nm
gemessen. Hier liegt das Absorptionsmaximum des CsCI. Digo@dllte kleiner sein als die
OD2go.

11.2.13 DNA-Sequenzierung

Zur endgultigen Verifizierung positiver Klone wurde deren PldsbBiNA isoliert und die

Sequenz im Bereich des Reportergens bestimmt. Verwendet wurbDaldsoxy-Methode nach
Sanger. Hierbei werden Primer mit Hilfe einer DNA-Polyaser verlangert. Sobald ein
Didesoxy-Nukleotid eingebaut wird endet die Kette. Die Konzeotratan Didesoxy-

Nukleotiden ist so gewahlt, dass statistisch an allen PositioreerRéaktion abbricht und
Fragmente aller L&ngen entstehen.

Die Sequenzierung wurde mit einem ABI 310 Kapillarsequencer duitirge Verwendet

wurden BigDye-Terminatoren, d.h. die Didesoxy-Nukleotide waren mit Haerzfarbstoffen

markiert. Da jedes der vier Didesoxy-Nukleotide mit einem andeaenstoff markiert ist, kann
die Thermo-Cycling-Reaktion in einem einzigen Eppendorfgefal vorgenommesnwerd

Sequenzierungsansatz:

2 1l Premix (ANTPs, Fluoreszenz-ddNTPs, Puffer, AmpliTagFS)
1-2 ul DNA-Template (0,03-0,12 pmol)

1-2 pl Primer (5 pmol)

H>Oqq ad 10 U|

Cycling-Protokoll:

25 Zyklen:

Denaturierung 96°C 10s
Annealing 58°C 5s
Extension 60°C 4 min

Um nicht eingebaute, fluoreszenzmarkierte Didesoxy-Nukleotide ausAtsatz zu entfernen
wurde eine Ethanolfallung durchgefuhrt. Hierfur wurden zum Sequenga&m?2 pl 3M NaAc
sowie 55 pl absoluter Ethanol hinzugegeben. Es wurde fur 20 min bei 1p@0@eantrifugiert,
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das so erhaltene Pellet wurde mit 250 pl 70% Ethanol gewascheu, féim@& min zentrifugiert
und getrocknet. Aufgenommen wurde es in 20-25 j04H

Wahrend des Sequenzierungslaufs wird ein Teil der Probe mitktrdphorese in eine mit
einem Flussigpolymer gefillte Kapillare gesaugt. Die DNA-@kale wandern durch die
Kapillare und werden nach ihrer GroR3e aufgetrennt. Sie laufen dab&inem Fenster in der
Kapillare vorbei, durch das ein Laserstrahl einféllt. Derekaegt die Fluoreszenzfarbstoffe am
Ende der DNA-Fragmente an, die daraufhin Licht bestimmteréaMéihge abstrahlen, welches
von einer CCD-Kamera detektiert wird. Eine spezielle Softwasrechnet aus den
aufgezeichneten Rohdaten die Basensequenz des DNA-Molekiils.

11.2.14 | n vitro Proteinbiosynthesesystem

Um die Menge an hergestelltem Fusionsprotein der einzelnen Konsttuktessen, wurden alle
Konstrukte im gekoppelten, DNA-abhangigenvitro Proteinbiosynthesesystem (Fuchs et al.,
1980) auf ihre Expressionsstarke hin untersucht. Durch Kontrollen wurdergestellt, dass
sich durch das Einklonieren der T7-TIR-Fragmente vor die Reporeiggne Verdnderungen
bezuglich der Promotorstarke des Konstrukts und der Stabilitadt von mBHNA des
Fusionsproteins ergeben hatten. Unterschiedlich starke Expressidtusieasproteins konnte
somit auf die unterschiedlich effizienten TIR zurtickgefuhrt werBém synthetisierten Proteine
wurden mittels 35S-Methionin radioaktiv markiert. Nach SD-PAGE 2.@12) und
anschlieBender Fluorografie des Gels konnten die FusionsproteinbandenerausGel
ausgeschnitten und im Szintillationsz&hler vermessen werden.

Standardansatz fur die vitro Proteinsynthese:

36,5 mM Hepes/KOH, pH 8,1

3,5 mM Tris/Acetat
8,5 mM MgAc

3 mM Spermidin
96 mM KCI

12 mM NH,CI

je 0,2 mM der 20 Aminosauren
je 0,2 mM NTPs

0,032 mM  NADP

0,023 mM Folinsaure

10 mM Phosphoenolpyruvat
20 g/ml Pyruvatkinase
1,4 mM Dithiothreitol

0,5 mg/ml tRNAs

~ 3 mg/ml Proteinfraktion (enthalt u.a. E.coli-RNA-Polymerase)
~ 8 mg/ml Ribosomen

5-7 uCi a-*°S-Methionin

0,02 bis 4 ng Plasmid-DNA
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Fluorografie:

Die radioaktiv markierten Proteinbanden kdnnten durch Autoradiografiebarclgemacht
werden, durch die Durchfihrung einer Fluorografie (Bonner und Laskey, 188key und
Mills, 1975) konnte jedoch die Intensitdt um ca. das 10fache erhohtrwetderzu wurde das
Trenngel zunachst fur 1 h in Dimethylsulfoxid (DMSO) entwéasgarschlielRend wurde das Gel
mit 2,5-Diphenyloxazol (PPO) gesattigt, indem es fur mindestdngZ&iner Losung von 20%
PPO in DMSO geschwenkt wurde. Danach wurde das DMSO durch WakseiGels fir 1 h
entfernt und das Gel getrocknet. Die Funktion des PPO ist eshiiacheB-Strahlung de&®s-
Methionins in sichtbares Licht umzuwandeln. Damit es auf einem RBudfilty zu einer
Schwéarzung kommt, muss ein und dasselbe Silberkorn von zwei Photonenegeiveftien.
Nach dem ersten Treffer ist es in einem aktivierten Zustared Wahrscheinlichkeit, dass ein
zweiter Treffer stattfindet, kann erhoht werden, indem der akividustand verlangert wird.
Dies geschieht bei niedrigen Temperaturen. Aus diesem Grundtediel Exponierung des
Rontgenfilms unter Lagerung bei —70°C.

11.2.15 In vivo Proteinbiosynthese

Fur die Quantifizierung der in vivo synthetisierten Fusionsproteimlen definierte Mengen
einer in der logarithmischen Wachstumsphase befindlichen E.coli-JMaldrKnduziert. Die

MRNA-Synthese der Fusionsproteine wird in den Vektoren pDS5-ND, p@Sbhid pDS5-

NcD mit Hilfe der O304-Operatorregion des lac-Operons regubertder E.coli-Stamm JM101
konstitutiv lac-Repressor synthetisiert, liegen die Promotoren diese@oren im Normalzustand
reprimiert vor. Durch Zugabe von IPTG ins Medium (0,2 mM) kénnen dikselings induziert

werden.

Durchfiihrung der in vivo Proteinbiosynthese:

1) Transformation elektrokompetenter E.coli-JM101-Zellen mit ca. 10 ng RId3NA

2) Uberimpfen von 150-180 pl des Transformationsansatzes in 5 ml LB¢Ain-
Medium (100 pg Ampicillin/ml LB)

3) Inkubation bei 37°C unter Schutteln bis zum Erreichen einggd®DBn 0,5

4) 0,5 ml dieser Kultur wurden fuir 2 min bei 10000 Upm abzentrifugiert

5) Resuspendieren des Bakterienpellets in 0,2 ml Induktionsmedium

6) Inkubation bei 37°C fur 50 min

7) Abzentrifugieren der Zellen fur 2 min bei 20000 Upm

8) Zugabe von 25 pl PROTRI

9) 15 min Schiutteln im Eppendorf-Schuttler

10) Denaturierung fur 2 min bei 100°C

Induktionsmedium:

LB/Ampicillin-Medium (100 pg Ampicillin/ml LB)
0,2 mM IPTG

a*°S-Methionin (40 bis 50 uCi/ml LB)
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11.2.16 In vitro mMRNA-Synthese

Um sicherzustellen, dass die in die Vektoren einklonierten TIRA@ate keine Auswirkungen
auf die Effizienz des Promotors haben, wurde die mRNA-Syntheseriteem in vitro Versuch
bestimmt.

Standardansatz fur die in vitro Proteinsynthese:

36,5 mM Hepes/KOH, pH 8,1

3,5mM Tris/Acetat
8,5 mM MgAc

3 mM Spermidin
96 mM KCI

12 mM NH,CI

je 0,2 mM der 20 Aminosauren
je 0,2 mM NTPs

0,032 mM  NADP

0,023 mM Folinsaure

10 mM Phosphoenolpyruvat
20 g/ml Pyruvatkinase
1,4 mM Dithiothreitol

0,5 mg/ml tRNAsS

~ 3 mg/ml Proteinfraktion (enthalt u.a. E.coli-RNA-Polymerase)
~ 6 mg/ml Ribosomen

0,2 uCi Ye.utp

0,02 bis 1 pg Plasmid-DNA

Nach Inkubation fir 20 min bei 37°C wurden die Ansatze mit 200 pl H@&RAlIt und auf

GF/A-Filter gebunden. Nach Waschen mit HCWhd Ethanol wurden die Filter getrocknet und
die darin enthaltene Menge an Radioaktivitat in einem Szintillationszédd&mmit.

11.2.17 Computergestiitzte RNA-Sekundéarstrukturanalyse

Zur Berechnung von Sekundarstruktur-Faltungsmodellen bestimmter mRN&tRere
wurden die Programme RNADRAW (Matzura und Wennborg, 1996) und RNAstructure
(Mathews et al., 1999) verwendet.
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lll. Ergebnisse

I11.1 Vorgehensweise

Bei Prokaryonten hangt die Effizienz einer Translationsimimstegion (TIR) auf der mRNA
von unterschiedlichen Faktoren, wie beispielsweise Shine-Dalga&oesz (SD),
Initiationstriplett (IT), Downstream Box (DB) oder der raurhien Struktur der RNA im Bereich
der Ribosomenbindestelle (RBS) ab. Der Bakteriophage T7 verflugt inig sehr starke TIR.
Diese TIR zeichnen sich durch einige gemeinsame Merkmale&Sauserfigen meist tber eine
nur kleine SD, ihre RBS liegen in unstrukturierten Regionen (U&R) sind damit gut
erreichbar fir die ankommenden Ribosomen. Diesen USR geht ein shalnifen voraus. Ziel
meiner Doktorarbeit war es, die Bedeutung dieser Elemente file aiffiziente
Translationsinitiation zu untersuchen. Es ging speziell darum dgeFu beantworten, ob eine
lange SD und IT alleine ausreichend sind fur eine hocheffiziente Translatiiatisini

Verwendet wurden die TIR der T7-Gene 0,3, 1, 1,3 und 11. Gene von Bakteeaoptiggen
sich gut fur solche Untersuchungen, denn sie verfligen Uber besotalkesPromotoren und
TIR. Das Ziel der Phagen ist es schliel3lich, den gesamtendSigmeapparat der Wirtszelle auf
die Produktion von neuen Phagen umzustellen. Die Signale kénnen deshallk seistaveil
die Phagengene nicht an die ausgewogenen Gleichgewichte in der Wirtszelleegedindd

Fur die durchgefihrten Experimente wurden unterschiedliche Fragnuer TIR der oben
aufgelisteten T7-Gene in Expressionsvektoren vor geeignete Repodeidoniert. Diese
Reportergene verfligen Uber keine eigenen TIR und kdnnen nur rdétetiavor eingesetzten
T7-TIR-Fragmente als Fusionsproteine exprimiert werden.

Die verwendeten Vektoren enthielten das dhfr-Gen der Maus bzw. da&sidékicat-Gen als
Reportergene. Das dhfr-Gen der Maus verfligt als eukaryontisgbesin E.coli Uber keine
eigene Startstelle und sein Produkt, die Dihydrofolat-Reduktasgjmgrolien Mengen von den
Bakterienzellen toleriert, da eine bakterielle Form dieseyraszwelches eine zentrale Rolle
bei der Thymidylat-Synthase-Reaktion spielt, existiert. DaisGen ist ein bakterielles Gen,
welches fir die Chloramphenicolacetyl-Transferase codiert, e Besistenz gegen das
Antibiotikum Chloramphenicol verleiht. Es verfugt nur Uber eine extrem schwaydmeeeT IR.

Zur Untersuchung der Funktion der SD wurde die jeweils kleine SD@&ene 0,3, 1 und 1,3
kinstlich verlangert und die Expressionsrate der Reportergenengidphsiowohl von den
unterschiedlich langen SD als auch von unterschiedlich langen Downstreamberegtiramb
Bei den TIR der Gene 0,3, 1 und 1,3 spielen Downstreamsequenzerevid® diine wichtige
Rolle fur die Effizienz der Translationsinitiation. Durch die Magerung der kurzen SD sollte
untersucht werden, ob eine ausreichend lange SD fir eine optim&dédnigentgt und die
verstarkenden Signale der downstream gelegenen Sequenzabscheiitenekann. Diese
Arbeiten wurden fir einen Expressionsvektor bereits in den Diplonwanbeon C. Peter, T.
Hotz und mir durchgefuhrt. Da nachtraglich jedoch eine Verunreinigunagleer Konstrukte
mit dem Phagen fd festgestellt wurde mussten die entsprechewndstrukte neu aufgereinigt
und getestet werden. Des Weiteren musste ein Grof3teil der Koasttuktontrolle noch in den
zweiten Expressionsvektor umgesetzt werden.

Wie oben bereits erwahnt, besitzen die alle stark exprimi&&re von T7 eine USR, der ein
stabiler 5’-hairpin vorausgeht. Die Funktion dieses hairpins ist esutiich entweder, die hinter
ihm liegenden Bereiche der mRNA von Sekundéarstrukturen frei zuhallen Kontakte zu den
initiierenden Ribosomen auszubilden, um diesen das Erkennen der Startstellechtearlei

Das T7-Gen 11 wird zusammen mit dem vorangehenden Gen 10 transkrbestfiigt sowohl
Uber eine USR als auch Uber einen davor liegenden 5’-hairpin. Digispinhdient zudem als
Transkriptionsterminator fur die T7-RNA-Polymerase. In einem kfeiReozentsatz der Félle
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Uberliest die Polymerase allerdings den Terminator und transkrimedtas Gen 11. Auf diese
Weise steuert der Phage die Menge an hergestelltem Protem,dde Produkt des Gens 10
(Haupthullprotein) wird in wesentlich gréReren Mengen bendtigt adsRiodukt des Gens 11.
Eine Entfernung oder Veranderung des hairpins wirde sich also direkt aufrdie ke Gen 11-
MRNA auswirken. Aus diesem Grund wurde die Funktion als Transkripgiomisiator zerstort,
in dem die dem hairpin folgende, und fiir die Termination essentietieeSe von sechs
Uridinen durch die Sequenz 5° AAGAGA 3' ersetzt wurde. Durch digsgstausch blieb die
Struktur des hairpins erhalten. Da sich aus einem Entfernen und Merddete hairpins nun
keine Konsequenzen fir die Transkription ergeben, konnte die Funktion deshdinr die
Translationsinitiation untersucht werden.

Die TIR des Gens 11 wurde bereits von Frau Dr. U.Sahillioglu voggets Reportergene in
verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Auch die Zerstdrung eninktionsfunktion
wurde von ihr durchgefuhrt. Sie untersuchte die Bedeutung des 5'safipidie Effizienz der
Translation, wobei sind die TIR des Gens 11 in den von ihr durchgefiaxggerimenten vor
dem ersten Gen der mRNA befand. Ich wollte hingegen die Bedeutwses diairpins fur eine
Startstelle innerhalb einer polycistronischen mRNA, entsprechemd\Wdkltyp-Situation,
untersuchen. Sollte die Wirkungsweise des hairpins in der Abschirmunfplgenden RBS
bestehen, so sollte er in der innercistronischen Position noch wickgigeiSollte hingegen sein
stimulierender Effekt auf Kontakten zu den Ribosomen basierenAs® @ vermutlich nicht
von grof3er Bedeutung wie grof3 der Bereich upstream des hairpingridtege Untersuchungen
musste ein geeigneter Expressionsvektor konstruiert und die entsmteohTIR-Fragmente des
Gens 11 in diesen einkloniert und getestet werden. Hierzu wurderkinates cat-Gen vor das
dhfr-Reportergen des Expressionsvektors pDS1-ND kloniert. Es wundeseilrztes cat-Gen
benutzt, denn das Wildtyp-Cat hat ungeféahr die gleiche Grol3e wie sienptoteine aus Dhfr
und T7-TIR. Um zu vermeiden, dass beide Proteine bei der Trennung dd®RAGE auf der
selben Hohe laufen, wurde ein Teil des Gens am 3'-Ende durchikRessverdau
abgeschnitten.

Die zu untersuchenden TIR-Fragmente des Gens 11 konnten dann hinterkkdlezeveat-Gen
und, wie schon in der Diplomarbeit, vor das dhfr-Reportergen einklonieldeweNachdem eine
Reihe von Gen 11-Konstrukten in den neuen Expressionsvektor einkloniert undtgesesn,
wurde beschlossen, zusatzlich noch Sequenzen einzufuhren, die direkt kongrierueiRBS
der einklonierten Konstrukte waren. Dies geschah in der Erwartusg,déa hairpin nun noch
grolRere Bedeutung als Mittel zur Abschirmung der RBS vor Aasbildung von
Sekundarstrukturen haben sollte. Zur RBS komplementare Sequenzehiedaser Lange
wurden an einer Stelle upstream des hairpins eingesetzt und dies&gprder entstandenen
Konstrukte gemessen. Die Expressionsraten dieser Konstrukte whremexkig und es wurde
beschlossen, hinter dem hairpin die RBS des Gens 11 durch die de$, &atie von sich aus
wesentlich starker ist, zu ersetzten. Auch fir diese RBS wikdeplementédre Sequenzen in
die entsprechenden Konstrukte eingefugt.

Des Weiteren wurde durch Ersetzen des Promotors fur die EN&liFRlymerase vor dem zu
testenden Genen durch einen Promotor fir die T7-RNA-Polymeraseegetdstsich an den
beobachteten Effekten etwas &ndert, wenn die RNA-Polymeradeedsits mit der Translation
beginnenden Ribosomen weiter vorauseilt als es bei der E.coli-Bxalgender Fall ist. Die T7-
RNA-Polymerase arbeitet deutlich schneller als das bak&ekglzym, so dass die RNA dann
mehr Zeit zur Ausbildung von Sekundarstrukturen hatte, da sie nicht soll sebmeden
translatierenden Ribosomen geglattet wird.
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AUAUUUUUG

24100 ST To 24200 SDIT DB 24300

| | |
‘ Gen 10 (22966-24159) Gen 11 (24227-248154

Abb. 111.1.1: Schematischer Ausschnitt aus der Eiinz, die Zahlen bezeichnen die Position im TieGe ST
Stoptriplett des Gens 10T Transkriptionsterminator, die Sequenz des Tertoinsast als MRNA-
Sekundarstruktur dargestellt; SD: Shine-Dalgarngu®az; IT: Initiationstriplett; DB: downstream box

I11.2 Nomenklatur

Die Bezeichnung der Konstrukte soll an zwei Beispielen erlautert werden:

pl-29-SD7 ND
pl,3-217h+ SDk NcD

Das ,p“ gibt an, dass sich das Konstrukt in einem Plasmid befinti&-FPagmente werden mit
einem ,f* bezeichnet.

Die ,1 bzw. ,1,3* gibt die Nummer des T7-Gens an, aus dem dagnteat urspringlich
entnommen wurde.

Die nachste Zahl gibt die Lange des DNA-Fragments in Basenpaaren an.

Der Ausdruck ,SD7“ zeigt, dass das Konstrukt eine 7 Basenpaar §rofle-Dalgarno-Region
enthalt.

Der Ausdruck ,h+ SDK* zeigt an, dass dem 217er Fragment der 5hailgs Gens 11
vorgeschaltet ist und zusatzlich eine Sequenz eingefihrt wurde, dieekoempér zur RBS des
217er Fragments im Bereich der SD ist.

Das ,ND*“ bzw. ,NcD* zeigt den verwendeten Expressionsvektolrarf-alle des ,ND* ist dies
pDS5-ND, wobei das ,N“ fir den T&sO304-Promotor steht, das ,D* fur daghfr-
Reportergen. Im Falle des ,NcD* steht das ,N“ fur den 78&M80O4-Promotor und das ,c* fur
das verkirzteat-Gen, welches dem folgendeéhnfr-Reportergen vorgeschaltet ist.
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[11.3 Ubersicht tiber die verwendeten Expressionsvektoren

Die Vektorkarten von allen verwendeten Expressionsvektoren werden iemdiely dargestellt.
Alle diese Plasmide leiten sich ab von pDS5 ab (Stueber und Bujard, 1982). Ihnest alie3-
Lactamase als Resistenzgen gemeinsam. Als Reportergeentiveder das dhfr-Gen der Maus
oder das bakterielle cat-Gen verwendet.

1. pDS5-ND
Xhol 62 EcoRI 149
\ f,a’. s BamHI 157
P T Abb.111.3.1: pDS5ND Vektor. dhfr
o Bla 28 T N . .
/ /’szuf. AN Gen fir die Dihydrofolatredukta:
Bhﬁ’/ R Acat: verkirztes Gen fir die Chio

3 "7 amphenicolacetyltransferase; Bla:

Gen fur dieB-Lactamase; f: Bla-
[)DSS-ND Promotor; Ros. Promotor N2503C
3566 bp

fur die E.coli-RNAPolymerase ai
dem Genom des Phagen T5 mit «
lac-Operator in Bsition 3 und ¢
Terminator: Transkriptionstermina
aus dem rrnBaperon; Xhol, EcoR
BamHI, Hindlll: Restriktions
schnittstellen

2. pDS5-NC

. EcoR190
Zhel 3 R
B I _,]':\an’_[-'_l 97

Abb. 111.3.2: pDS5NC Vektor
cat: Gen fur die Chlor
amphenicolacetyltransferase;
Bla: Gen fur dieB-Lactamast
Paia: Bla-Promotor; Ros:
Promotor N250304 fir d
E.coli-RNA-Polymerase  al
Terminator dem Genom des Phagen T5
dem lac©Operator in Position
und 4; Terminator: Transkrip
tionsterminator aus dem rrnB
NN g - Operon; Xhol, EcoRI, Bam+
; Restriktionsschnittstellen

pDS5-NC
3795 bp
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3. pDS5-NcD
Jhol 62
L e T e
A 381 191 \ .J. . .
gla /S \\\ [ Dihydrofolatreduktase;
/ f,-’ ;;,\I,-i___,.e-mHny gekurztexat: verkirztes Gen f
fﬁ ‘ die Chloramphenicolacetyltrang-
[ fa pDS5-NcD ')"\‘lll ferase; Pla: Gen fur die B-

Lactamase; g Bla-Promotor; Ros:
Promotor N250304; fur die E.colir
RNA-Polymerase ans dem Ger
des Phagen T5 mit dem lag
Operator in Position 3 und

Terminator:  Transkriptionstermi
nator aus dem rrnB®peron; Xhol
EcoRI, BamHI, Hindlll: Restrik-
tionsschnittstellen

3904 bp

4. pDS5-TcD
Fhol 62
TR, By SO\ Beklirates cat Abb.111.3.4: pDS5TcD Vektor
Sla ,:/ . NN dhfr: Gen fir die Dihydrofolat
f*' ~C°"‘ as0 reduktase; gekulrztest: ver
I/ ;}TF‘*—‘“HZ"% kurztes Gen fiir die Chloram
If 715\ "-.Il phenicolacetyltransferasefla:

Gen fur dieB-Lactamase; i
| Bla-Promotor; R;: T7-Prome

thfr .

. tor mit dem lac Operator
I Position 3 und 4; Terminat
Transkriptionsterminator  a
I dem rrnBOperon;  Xhol
- EcoRIl, BamHI, Hindlll: Re

striktionsschnitt-stellen

Terminator

I11.4 Ubersicht tiber alle verwendeten Konstrukte

Im Folgenden soll eine Auflistung aller verwendeten Konstrukte gegeben werden.
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111.4.1 Konstrukte mit veranderter SD

Bei den in den Tabellen (111.4.1.1-3) dargestellten Konstrukten wurdensuohtedlich lange SD
auf ihren Einfluss auf die Translationsinitiation hin untersucht. B#et wurden in zwel
unterschiedliche Expressionsvektoren (pDS5-ND und pDS5-NC) kloniert.

Konstrukte mit der TIR des T7-Gens 1,3:

Tab. 111.4.1.1: Auflistung der Konstrukte mit derB8 des Gens 1,3 von T7 mit veranderter SD und bviaria
Downstreamsequenz.

3ler Serie

49er Serie

175er Serie

p1,3-31-SD5 ND/NC

p1,3-49-SD5 ND/NC

p1,3-175-SD5/ND

p1,3-31-SD7U ND/NC

P1,3-49-SD7U ND/NC

p1,3-175-SDND/NC

p1,3-31-SD7D ND/NC

P1,3-49-SD7D ND/NC

p1,3-175-SDND/NC

p1,3-31-SD9 ND/NC

p1,3-49-SD9 ND/NC

p1,3-175-SD9/ND

p1,3-31-SD11 ND/NC

P1,3-49-SD11 ND/NC

p1,3-175-SDVNC

Konstrukte mit der TIR des T7-Gens 1:

Tab. 111.4.1.2: Auflistung der Konstrukte mit derBR des Gens 1 von T7 mit veranderter SD und vamiabl

Downstreamsequenz.

29er Serie

43er Serie

63er Serie

192er Serie

p1-29-SD4 ND/NC

p1-43-SD4 ND/NC

p1-63-SD4 ND/NC

1a2-SD4 ND/NC

p1-29-SD7 ND/NC

p1-43-SD7 ND/NC

p1-63-SD7 ND/NC

Pa2-SD7 ND/NC

p1-29-SD12 ND/NC

p1-43-SD12 ND/NC

p1-63-SD12 ND/NG

p1-192-SD12 ND/NC

Konstrukte mit der TIR des T7-Gens 0,3:

Tab. 111.4.1.3: Auflistung der Konstrukte mit derB8 des Gens 0,3 von T7 mit veranderter SD und bviaria
Downstreamsequenz.

28er Serie 40er Serie 56er Serie

p0,3-28-SD5 ND p0,3-40-SD5 ND p0,3-56-SD5 ND

p0,3-28-SD7 ND p0,3-40-SD7 ND p0,3-56-SD7 ND

p0,3-28-SD9 ND p0,3-40-SD9 ND p0,3-56-SD9 ND

p0,3-28-SD12 ND p0,3-40-SD12 ND p0,3-56-SD12 ND

I11.4.2 Konstrukte mit unterschiedlichen Sekundarstrukturen

Im Folgenden wird eine Ubersicht tber alle hergestellten takte zur Erforschung der
Bedeutung des 5‘-hairpins des T7-Gens 11 gegeben. Viele Konstrukte wurdewei

verschiedene Expressionsvektoren einkloniert (NcD und ND), einige auchmerten dritten
(TcD).
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Konstrukte mit der TIR des T7-Gens 11:

Tab. 111.4.2.1: Auflistung der Konstrukte mit defRrdes Gens 11 zur Untersuchung des 5'-hairpins

364l-Serie

364A-Serie

Sonstige

p11-3641 NcD/ND

p11-364A NcD/ND

p11-175 NcD/ND

p11-364| SDk NcD/ND

p11-364\ SDKk NcD/ND

p11-213 NcD/ND

p11-3641 upSDk NcD/ND

P11-364\ upSDk NcD/ND

p11-364linv NcD/ND

p11-3641 17k NcD/ND

p11-364\ 17k NcD/ND

p11-364| 30k NcD/ND

p11-364\ 30k NcD/ND

Konstrukte mit der TIR des T7-Gens 1,3 mit Upstreamsequenzen von Gen 11:

Tab. 111.4.2.2:Auflistung der Konstrukte mit derR’ldes Gens 1,3 mit und ohne den 5‘-hairpin der WER Gens
11

217h+ Serie 217h- Serie

p1,3-217h+ NcD/ND/TcD p1,3-217h- NcD/ND/TcD

pl,3-217h+ upSDk NcD p1,3-217h- upSDk NcD

pl,3-217h+ 12SDk NcD/ND/TcD p1,3-217h- 12SDk NcD/ND/TcD

P1,3-217h+ 20SDk NcD/ND P1,3-217h- 20SDk NcD/ND

I11.5 Reiniqung fd-kontaminierter Konstrukte

Genauere Uberprifungen ergaben, dass einige friiher hergestellisolierte Konstrukte mit
fd-Phagen verunreinigt waren. Der Grund fir dieses Problem ist GrsRraumlabor, das sich
uber die gesamte Etage hinzieht und damit extrem schwierigrkeezuhalten ist in Verbindung
mit der Tatsache, dass eine andere Arbeitsgruppe unseragdnsiitdiesen Phagen zu arbeiten
begann. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden alle kontemiRgparationen
neu aufgereinigt und von den Phagen befreit. Im Nachhinein stelitbeiaus, dass die Menge
an kontaminierender Phagen-DNA in allen Fallen so gering war, sigsswur unwesentliche
Abweichungen von den spéater erzielten Ergebnissen ergaben. Esdtdasidh um folgende
Konstrukte:

Tab. 111.5.1: Auflistung aller mit fd-Phagen kontamerter Konstrukte

Gen 0,3 Gen 1 Gen 1,3

p0,3-28-SD12 ND P1-29-SD12 ND p1,3-31-SD9 ND

p0,3-40-SD7 ND P1-63-SD12 ND p1,3-49-SD7U ND

p0,3-40-SD9 ND P1-192-SD4 ND p1,3-49-SD11 ND

p0,3-40-SD12 ND P1-192-SD7 ND p1,3-175-SD7U ND

p0,3-56-SD7 ND p1-192-SD12 ND p1,3-175-SD7D ND

p0,3-56-SD9 ND

Die Konstrukte der Gene 0,3 und 1 konnten mittels Transformation iellen von dem
Phagenbefall gereinigt werden. Der fd-Phage kann hitefen, wie die von uns verwendeten
E.coli JM101 Zellen, infizieren. Verwendet wurde zundchst dest&mm MC1061. Leider
lieRen sich die kontaminierten Konstrukte von Gen 1,3 so nicht aufreirdgese Konstrukte
wiesen fast keine Expression des Reporterproteins mehr auf. iDad @Gierfir liegt in der
deutlich héheren Expressionsrate dieser Konstrukte im VergleichemiKonstrukten der Gene
0,3 und 1. Die groRe Menge an hergestelltem Fusionsprotein ist fureliém £2ine so grol3e
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Belastung, dass ,Down-Mutationen®, welche die Expression hermvgesehr schnell die
korrekten Konstrukte tberwachsen. Die Sequenzierung ergab, dass beurdkesuchten
Mutanten Deletionen im Promotor-Bereich vorlagen.

Die von mir zunéchst verwendeten JM101-Zellen exprimieren erhOohtegévie des lac-
Repressors, wodurch der Promotor unserer Reportergene, der zw@pésdoren O3 und O4
(Stueber und Bujard, 1982) beinhaltet, nur wenig transkribiert wird dfasem Grunde konnten
die JM101-Zellen die starken RBS des Gens 1,3 tolerieren. Die M&Zdl&h produzieren
nicht so viel Lac-Repressor, wodurch das Reportergen starker rtbeegkwird, was in
Verbindung mit einer sehr starken RBS und der daraus resultierstatéen Translation zu
grol3en Mengen Protein flhrt.

Ich ersetzte daher den MC1061-Stamm durch E.colidHb, der ebenfalls eine erhohte Menge
des Lac-Repressors synthetisiert. Leider Uberwuchsen Mutationénirautiesen Zellen die
korrekten Konstrukte. Aus diesem Grund kehrte ich zu den JM101-Zellen zNdatk erfolgter
Elektroporation wurden die Bakterien sofort auf LB-Amp Platten atrsgfesn und Gber Nacht
bei 37°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden gepickt und auf Phagenbefall ufhierBIdA
nichtbefallener Kolonien wurde dann fir eine weitere Transformatiohanschlielender CsCl-
Reinigung eingesetzt. Leider konnte es auch hierbei wieder enriehagenkontaminationen
kommen.

Nachdem alle Verunreinigungen beseitigt waren wurden Kadlestruktein vitro und in vivo
getestet.
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I11.6 Verlangerung der SD bei der TIR des T7-Gens 1

Das Gen 1 des Bakteriophagen T7 kodiert fir die phageneigene RNA-Pad@mEs ist unter
Laborbedingungen bei der Infektion von E.coli das einzige esserBelteund eines der am
starksten exprimierten Gene der frlihen Region von T7. Die im gegamgenen Teil
geschilderte Abhangigkeit der TIR-Signalstarke von der LAngeS8eund den downstream
liegenden Bereichen wurde zunachst an diesem Gen Uberprift.

Vier unterschiedlich grol3e Fragmente der TIR des T7-Gens 1,aesgetith T7-RNA-Polymerase
kodiert, wurden untersucht. Sie hatten eine Lange von 29, 43, 63 und 192 Nukleotten (A
[11.6.1). Da sie alle das gleiche upstream-Ende hatten, untersetsedsich nur durch die Lange
ihres Downstreambereichs (9, 23, 43 und 172 Nt). Bei diesen Fragmentele wlie
ursprunglich 4 Nt lange SD durch Basenaustausch und eine Insertioderbdasaligned
spacing der SD zum IT nicht veradndert wurde, auf 7 bzw. 12 Nt verlander.
unterschiedlichen SD sind in Abbildung I11.6.2 wiedergegeben. Bereits in frihgpamiBenten
konnte ein Einfluss downstream gelegener Sequenzen auf die Effizésez TIR nachgewiesen
werden (Geisen et al., 1987). Die RBS alleine ist kaum aktiwsol® untersucht werden, ob
eine lange SD alleine ausreichend fir eine optimale Translaiietson durch die TIR des
Gens 1 ist. Durch den Vergleich der unterschiedlich langen SD in IK&tesir mit
unterschiedlich langen Downstreambereichen soll die Wichtigheit jeweiligen Elemente
analysiert werden.

32?.62 3‘171 3"176
CTAACTGGAAGAGGCACTAAATGAACACGATTAACATCGC

Nukleotid des
T7-Genoms

3100 SD IT DB 3200 3342
|
| | -

| 29r Reihe (3151-3179)

\ | 43er Reihe (3151-3193)

| | 63er Reihe (3151-3213)

192er Reihe
| - H (3151-3342)

Abb. I11.6.1: Schematische Darstellung der verweéadd-ragmente der TIR des T7-Gens 1. Die erstedmidle
Linie zeigt den relevanten Teil der T7-Sequenz. Padlenangaben geben die Position innerhalb deSartems
wieder. Ein Teil der Sequenz im untersuchten Bar&t oberhalb angegeben, SD, IT und DB sind utitehen.
Darunter sind die einzelnen Fragmente dargesiadit.exakte Bereich aus der T7-Sequenz, den siesgetfiaist in
Klammern angegeben. Fragmente dieser Ladngen mdérsahtiedlichen SD wurden in Expressionsvektoren vor
geeignete Reportergene einkloniert. Es wurde wmtbts wie stark sie die Translationsrate der Repgene
anheben kdnnen.
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Shine-Dalgarno-Konsensussequenz: TAAGGAGGTGATC 3
4er Shine-Dalgarno-Sequenz (WT): GGAAGGCACTA
7er Shine-Dalgarno-Sequenz: ABGGAGG CACTA
12er Shine-Dalgarno-Sequenz: TAAGGAGGTGAT A

Abb. 111.6.2: Aufstellung der Shine-Dalgarno-Verd&mdngen an der TIR des T7-Gens 1. WiedergegebéieiSD-
Konsensussequenz auf der mRNA sowie Ausschnittel@uBRBS von Konstrukten mit unterschiedlich lan§eh
Nukleotide identisch zur Konsensussequenz (kompiineum 3’-Ende der 16S rRNA) sind dick gedruckt.

Die Inserts mit 29 Nt LAnge wurden chemisch synthetisiert undnrEgpressionsvektor pDS5-
ND einkloniert. Plasmide, in welche die 43, 63 bzw. 192 Nt langen FragmenidR des Gens

1 von T7 bereits eingefligt waren, wurden freundlicherweise von Reieand A. Helke zur

Verfigung gestellt. Es handelte sich um Wildtyp-Sequenzen, dielsnBamHI in den Vektor

pDS5-ND einkloniert worden waren. Mit den Restriktionsenzymen EcoR| BsaBl, welches

in der Insertsequenz hinter dem AUG schneidet, wurde ein Teihdedd, welcher auch die SD
enthielt, ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden ldeimgisah synthetisierte
Oligonukleotide, welche die veranderten SD beinhalteten, ersetzt.

111.6.1 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Die Gen 1 ND-Konstrukte wurden in einem gekoppelitenvitro Proteinbiosynthesesystem
(11.2.14) auf ihre Expression hin untersucht. Der Vorteil einegitro Testsystems liegt darin,
dass man eine genau Kontrolle Uber die Konzentrationen der meistemdett hat. Die
Versuche sind dadurch leicht reproduzierbar. Damit kann imantro ganz gezielt einzelne
Parameter andern. Arbeitet mam vivo mit lebenden Zellen, so kann man die einzelnen
Parameter niemals so gut kontrollieren wievitro. Beispielsweise weil3 mam vivo nicht
genau, in welchem Umfang Proteasen exprimiert werden, diRelasrterprotein verdauen. In
denin vitro Versuchen gibt man als Template nur die gewlnschte Plasmid-DNiAdzkann so
sicher sein, dass nur die Gene auf diesem Plasmid exprimiert werden.

Die in vitro synthetisierten Proteine wurden mittels Einbau vé®-Methionin radioaktiv
markiert. Nach dem Fallen und Waschen der Proben wurden dieseekétisch aufgetrennt
(11.2.2.2). Mit den SDS-Gelen wurde eine Fluorografie (11.2.14) durchgefuhrt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
— w— —192

~29

Abb. I11.6.1.1: Fluorografie, die die T7/DHFR-Fus&proteine dein vitro Proteinsynthese der Konstrukte des T7-
Gens 1 im pDS5-ND-Vektor mit unterschiedlichen langSD zeigt. die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszahler gez&bditlich angegeben ist die Lange des verwendefeimderts.
Die einzelnen Spuren geben die Expression der Rsigioteine folgender Konstrukte wieder: 1) p1-2%ND; 2)
p1-29-SD7 ND; 3) p1-29-SD12 ND; 4) p1-43-SD4 ND;)}43-SD7 ND; 6) p1-43-SD12ND; 7) p1-63-SD4 ND;
8) p1-63-SD7 ND; 9) p1-63-SD12ND; 10) p1-192-SD4;N) p1-192-SD7 ND; 12) p1-192-SD12 ND

Die auf dem Rontgenfilm sichtbar gewordenen Banden (Abb. 111.6.1.1) wureerem Gel
ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat quantitativ in einem Szirditistighler bestimmt.
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Tabelle 111.6.1.1 gibt das Ergebnis eines solchen Versuchs wiedé&hbbildung 111.6.1.2 sind
die Resultate grafisch dargestellt.

Tab. 111.6.1.1: Relative Proteinsyntheseraten d&iGen 1 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor iim vitro Test. Dieser
Test wurde funffach durchgefiuihrt, die angegebenen&\sind reprasentativ. Der hochste gemessene(242
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl1-29-SD4 ND 8 0%
pl-29-SD7 ND 206 8%
pl-29-SD12 ND 463 19%
p1-43-SD4 ND 459 18%
pl-43-SD7 ND 680 27%
pl1-43-SD12 ND 1855 74%
pl-63-SD4 ND 900 36%
pl1-63-SD7 ND 1332 53%
pl-63-SD12 ND 1968 79%
pl-192-SD4 ND 435 17%
pl1-192-SD7 ND 901 36%
pl-192-SD12 ND 2492 100%
100%
90% o
80% — -
70% | ]
S 60%
S 50% ]
4 40% |
300
20% E— —
10% E— —
o HEC

an
vas-6¢-1d
an
Las-6z-1d
an
Z1as-6¢-1d
an
vas-ev-1d
an
,As-sy-1d
an
zZras-sv-td
an
¥as-£9-1d
an
/Aas-£9-1d
an
21as-¢9-1d
an
7Aas-z61-1d
an
,as-z61-1d
an
Ztas-ze1-1d

Konstrukt

Abb. 111.6.1.2: Grafische Darstellung der relativeroteinsyntheseraten der T7-Gen 1 Konstrukte i8N D-
Vektor aus Tabelle 111.6.1.1 inm vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8er

Eine Verlangerung der im WT 4 Nt langen SD fiuhrt bei allen Kaokigeihen zu einer stetigen
Erh6éhung der Expressionsrate des Reporterproteins (Abb. 111.6.1.3B). Besgnd@rsind die
relativen Anstiege beim 29er Konstrukt. Hier steigt die Expressmrden Faktor 26 bzw. 2,3
bei einer Verlangerung der SD von 4 auf 7 bzw. 7 auf 12 Nt. Allercéngscht man fast die
selbe Erhohung der Expression, die sich fur p1l-29-SD12 ND ergibt, wenn dean
Downstreamsequenz um 14 Nt verlangert (Abb. 111.6.1.3A). p1-43-SD4 NDdeniWildtyp-

SD, exprimiert fast genauso stark wie p1-29-SD12 ND. p1-43-SD12 Nimisdlas Vierfache
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starker als p1-29-SD12 ND. Verlangert man den Downstreambereitdr,ve® ergibt sich fur
die 63 Nt langen Konstrukte wiederum eine Steigerung der Expressitst. litar zu sehen, dass
auch eine Verlangerung der SD auf 12 Nt den Einfluss von downstgelegenen
Sequenzelementen nicht ausgleichen kann, denn bei gleicher SDdtaiyelie Expression bei
zunehmender Downstreamlange zunachst an. Dies gilt nicht mehr b&B&en Konstrukten.
Dieser lange Downstreambereich wirkt sich wieder etwastivegaf die Expressionsrate aus.
Dieses Phanomen wurde bereits bei den friheren Untersuchungen Rude$l Gens 1
festgestellt (Geisen et al., 1987). Bei einer SD von 12 Nté-&ngl allerdings keine negativen
Einflisse der langen Downstreamregion zu beobachten. pl1-192-SD12 Niasisstarkste
Konstrukt des ganzen Tests. Eine 12 Nt lange SD sorgt auch fustéikere Angleichung der
Expressionsraten von anderen Konstrukten, wie im Falle des 43 Nt undl&@3yBin Fragments
zu sehen ist. Bei einer SD von 4 oder 7 Nt ist das 63er Konstrukifastatioppelt so stark, bei
einer SD von 12 sind beide fast gleich. Die Lange der SD spseltefthe grofl3e Rolle, ist aber
l&ngst nicht das einzige wichtige Signalelement auf der mRNA.
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Abb. I11.6.1.3: Grafische Darstellung der relativienvitro Expression der T7-Gen 1 Konstrukte im Vektor pDS5-
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &getragen gegen die Downstreamlange der eirddiemi
Fragmente (9, 23, 43 und 172 Nt). B) Relative Espien bei unterschiedlichen Fragmentgrofzen (29633,nd
192 Nt) aufgetragen gegen die Lange der SD (4 d712nNt).

111.6.2 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Neben dern vitro Tests wurden die Konstrukte mit den Fragmenten der TIR deslGarshin

vivo getestet. Bein vivo Experimenten hat man keine so genaue Kontrolle tber die einzelnen
Faktoren wie in vitro. Es herrschen auch andere Konzentrationsverhéltnisse. Die
Konzentrationen der Makromolekile, wie z.B. der DNA ist vivo hoher, die
Substratkonzentrationen sind dagegen niedrilgerivo konnen auch zusatzliche Effekte, wie
das vermutete Channeling (Negrutskii und Deutscher, 1991), bei demlatieren tRNAs in

den Zellen aktiv zum Ribosom geleitet werden, wirksam sein. Ddguéige Ziel ist jedoch
stets, die Vorgange in den Zellen kennen zu lernen.

Unser Reporterprotein bringt der Bakterienzelle auch keinen VoBte grof3en Mengen an
zusatzlich zu synthetisierenden Protein ist fur die Zelle egtasBing. Aus diesem Grund ist der
Promotor unserer Expressionsvektoren durch die Lac-Operatoren O3CO@ierinhiDer
verwendete Bakterienstamm, E.coli JM101, produziert grof3e MengenadeRepressors. Fur
denin vivo Versuch wird der Promotor nur fur die Zeit des Experiments dzuglabe von IPTG
induziert. Abbildung 111.6.2.1 zeigt einen Ausschnitt aus einem Rontgenfilrh,dam die
radioaktiv markierten Proteinbanden zu sehen sind. Diese Banden wurddanauBAA-Gel
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ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat wurde im Szintillationszébkl®egsen. Das Resultat ist
in Tabelle 111.6.2.1 und Abbildung 111.6.2.2 wiedergegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- A - 102
w-— - 63
- - -— - - - ~ 43

Abb. 111.6.2.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine ddn vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens im pDS5-ND-Vektor zeigt. Die Banden wurdenr Quantifizierung ausgeschnitten und im
Szintillationszéhler gezahlt. Seitlich angegebdndie Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeKdestrukte wieder:1) p1-29-SD4 ND; 2) p1-29-SD7 ND; 3)
pl-29-SD12 ND; 4) p1-43-SD4 ND; 5) p1-43-SD7 ND;pd)}43-SD12ND; 7) p1-63-SD4 ND; 8) p1-63-SD7 ND;
9) p1-63-SD12ND; 10) p1-192-SD4 ND; 11) p1-192-S\I7; 12) p1-192-SD12 ND

Tab. 111.6.2.1: Relative Proteinsyntheseraten den & ND-Konstrukte inin vivo Test. Dieser Test wurde fiinffach
durchgefiihrt, die angegebenen Werte sind repraserider hdchste gemessene Wert (3361 cpm) wureielg!
100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl-29-SD4 ND 20 1%
pl-29-SD7 ND 140 4%
pl-29-SD12 ND 227 7%
pl-43-SD4 ND 1309 39%
pl-43-SD7 ND 1613 48%
p1-43-SD12 ND 1500 45%
pl-63-SD4 ND 2082 62%
pl-63-SD7 ND 3253 97%
pl-63-SD12 ND 2350 70%
p1-192-SD4 ND 2311 69%
pl1-192-SD7 ND 3361 100%
pl-192-SD12 ND 2366 70%

Der in vivo Proteinsynthesetest zeigt, dass im Gegensatz zindetio Tests nicht die 12 Nt
lange SD fir die hochste Expression sorgt, sondern in der RegélNtiéange SD (vgl. Abb.
[11.6.2.3B mit Abb. 111.6.1.3B). Nur die 29er Konstruktreihe bildet hisveeAusnahme. Langere
SD scheinen die Zellen vor Probleme zu stellen. Ein zweitd®egrUnterschied zu dem vitro
Ergebnissen besteht darin, dass ein inhibitorischer Einfluss destéanQownstreamsequenzen
nicht mehr beobachtet werden kann (vgl. Abb. 111.6.2.3A mit Abb. 111.6.1.3A).9d&gerungen
sind zwar nur gering (10% von p1-63-SD4 ND zu p1-192-SD4 ND, 3% von p1-63-SXuND
pl-192-SD7 ND, 1% von p1-63-SD12 ND zu p1-192-SD12 ND), abeitro gab es ja zum
Teil deutliche Abnahmen der Expression (-52% von p1-63-SD4 ND zu p1-192-SD82¥D,
von pl1-63-SD7 ND zu p1-192-SD7 ND). Die Steigerungsraten zwischen deitridaas mit
43er Insert und 63er Insert simdvitro undin vivo &hnlich, abgesehen von den Konstrukten mit
einer 12 Nt langen SD. Die Expressionszunahme von p1-43-SD12 ND zu p1-63N8D48in
vivo deutlich hoher (36%) ais vitro (6%). Hatte das Konstrukt p1-63-SD12 NiDvitro die
selbe Steigerungsrate vorzuweisen imigivo, dann ware es auch vitro das insgesamt starkste
Konstrukt. Dann hatte p1-192-SD12 ND adnohvitro einen inhibitorischen Effekt, so wie die
anderen 192er Konstrukte. Wiederum deutlich am schwachsten exprirdier@8 bp grofRen
Konstrukte.
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Abb. 111.6.2.2: Grafische Darstellung der relativenoteinsyntheseraten der T7-Gen 1 Konstrukte irs5ND-
Vektor aus Tabelle 111.6.2.1 inm vivo Test, geordnet nach der Léange des Inserts un8Dler
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Abb. 111.6.2.3: Grafische Darstellung der relativienvivo Expression der T7-Gen 1 Konstrukte im Vektor pDS5-
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &getragen gegen die Downstreamlange der eirddiemi
Fragmente (9, 23, 43 und 172 Nt). B) Relative Espien bei unterschiedlichen Fragmentgrofien (29633,nd
192 Nt) aufgetragen gegen die Léange der SD
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111.6.3 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Um von den in demn vitro undin vivo Proteinsyntheseexperimenten erhaltenen Daten auf die
Translationsrate, und damit auf die Effizienz der TIR ruckschlieBenkdnnen, sind
Kontrollversuche notwendig, die sicherstellen, dass sich durch die egrténil IR-Fragmente
keine Veranderungen der Promotorstarke oder der Stabilitat von ndeBAProtein ergeben.
Die in vitro RNA-Synthese dient dazu zu kontrollieren, ob alle Konstrukte diersiéleagen an
MRNA synthetisieren. Inn vitro Testsystem wurde die hergestellte mRNA mittels Einbau von
YC-UTP radioaktiv markiert. Nach der Inkubationszeit wurde die mRNggipitiert, tiber
Glasfilter filtriert und gewaschen. Die Radioaktivitat wurdechtis3end im Szintillationszahler
bestimmt. Was in diesem Test gemessen wird, ist die Gesamngroduzierten mRNA, was
auch die mRNA fir digg-Lactamase einschliel3t. Deren Promotor besitzt jedoch nur eineZehnt
der Starke des Promotors unseres Reportergens. Seine Starkesmtiltnicht durch die
eingefiigten Fragmente andern.

—e—29-SD4 ND
—=— 29-SD7 ND
—+—29-SD12 ND
—x— 43-SD4 ND
—%— 43-SD7 ND
—e—43-SD12 ND
—+ 63-SD4 ND
——63-SD7 ND
—5—63-SD12 ND
—+—192-SD4 ND
—=—192-SD7 ND
0.3 192-SD12 ND

DNA [ug]

Abb. 111.6.3.1: Darstellung den vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-NIkde
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konstuktirden im gekoppeltan vitro Proteinbiosynthesesystem
in Gegenwart vor’C-UTP auf ihre mMRNA-Synthese untersucht. Die raktivanarkierte mRNA wurde im
Szintillationsz&hler gemessen. Die erhaltenen cpent&\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Alle Konstrukte zeigen eine ahnlich hohe mMRNA-Syntheserate (Abb6.3I1). Die
Schwankungen liegen in einem akzeptablen Rahmen und korrelieren ricnnirgebnissen
der Proteinsyntheseexperimente. Es wird davon ausgegangen, daseikBewiriflussung des
Promotors durch die einklonierten Fragmente vorliegt. Ein solcim#luEs wurde bislang auch
in friheren Arbeiten noch nie beobachtet.

111.6.4 Umklonierung der T7-Gen 1 Konstrukte in den pDS5-NC-Vektor

Bereits wéhrend meiner Diplomarbeit wurden einige Gen 1 Konstmukteinen zweiten
Expressionsvektor, pDS5-NC, umgesetzt. Dies geschah, um zu Uberprifen, Ak dies
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verwendeten Reportergens eine Auswirkung auf die Starke der untenstitiRtaustubt. Es ware
denkbar, dass Sequenzen des Reportergens, die in der Nahe des T7agssrisdurch
Ausbildung von Sekundarstrukturen einen Einfluss auf die Translationsomtiatben. Im
Vektor pDS5-NC wird statt des dhfr das cat-Gen als Reportergen verwendet.

Bereits umgesetzt waren alle Konstrukte mit einer 7 Nt lai®j2. Die verbliebenen Konstrukte
wurden von mir im Rahmen der Doktorarbeit ebenfalls in den zweiterol&ldniert. Dies
geschah dadurch, dass mit Hilfe der Restriktionsenzyme Xhol unéi Baie jeweiligen Inserts
aus den Plasmiden der ND-Serie ausgeschnitten, und in den ebeitfalEnnkEnzymen Xhol
und BamHI geschnittenen Vektor pDS5-NC einkloniert wurden.

111.6.5 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Analog zur Vorgehensweise bei den Konstrukten im ND-Vektor wuadeh diese wieder im
gekoppelten Proteinbiosynthesesystem eingesetzt und auf dies&igprdes Reportergens, das
in diesem Fall ein Fusionsprotein aus cat und T7-TIR ist, unterddiehiQuantifizierung der
Proteinsynthese erfolgt wie bereits in 111.6.1 beschrieben. Abbildhn§.5.1 zeigt den
Ausschnitt eines Rontgenfilms, der die radioaktiven Proteinbanden der in eineensdersuch
hergestellten Proteine zeigt.

- e -
- - R R - 0 W 06

Abb. 111.6.5.1: Fluorografie, die die T7-TIR/CAT-Bionsproteine dein vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens 1 im pDS5-NC-Vektor zeigt. Die Banden wardeur Quantifizierung ausgeschnitten und im
Szintillationszahler gezahlt. Seitlich angegebendise Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeKdastrukte wieder: 1) p1-29-SD4 NC; 2) p1-29-SD7;Ng
p1-29-SD12 NC; 4) p1-43-SD4 NC; 5) p1-43-SD7 NCp@#)43-SD12 NC; 7) p1-63-SD4 NC; 8) p1-63-SD7 NC;
9) p1-63-SD12NC; 10) p1-192-SD4 NC; 11) p1-192-307, 12) p1-192-SD12 NC

Nach Positionierung des Roéntgenfilms wurden die Banden aus deausggschnitten und ihre
Radioaktivitat im Szintillationszéhler bestimmt. Die Ergebnidse Auszahlung sind in Tabelle
[11.6.5.1 wiedergegeben. In Abbildung 111.6.5.2 zeigt das Balkendiagranma aach der
Fragmentlange geordnete grafische Darstellung der Resultate Tadxelle.
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Tab. 111.6.5.1: Relative Proteinsyntheseraten déiGlen 1 NC-Konstrukte irm vitro Test. Dieser Test wurde
dreifach durchgefuhrt, die angegebenen Werte gipthisentativ. Der hochste gemessene Wert (4252wprde
gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1-29-SD4ANC 31 1%
p1-29-SD7NC 354 8%
p1-29-SD12NC 1427 34%
p1-43-SD4ANC 270 6%
p1-43-SD7NC 2233 53%
p1-43-SD12NC 4252 100%
p1-63-SD4NC 562 13%
p1-63-SD7NC 2033 48%
p1-63-SD12NC 2742 64%
p1-192-SD4ANC 571 13%
p1-192-SD7NC 2147 50%
p1-192-SD12NC 3951 93%
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Abb. 111.6.5.2: Grafische Darstellung der relativenoteinsyntheseraten der T7-Gen 1 Konstrukte ifs5pDRC-
Vektor aus Tabelle 111.6.5.1 inm vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8er

Wie bereits bei den ND-Konstrukte zu sehen war, ergibt sich autlCixektor fir alle Insert-

Langen bei Verlangerung der SD eine Steigerung der Expne@agil. Abb. 111.6.5.3B. mit Abb.

[11.6.1.3B). Jedoch kann diese Steigerung auch in diesem Vektor iénsE downstream
gelegener Signale nicht vollstandig kompensieren. Die kleinsten K&testnit dem 29er Insert
haben fur alle SD-Langen wiederum die geringste Expression (Al&h518B). Es fallt auf, dass
im NC-Vektor die 43er Konstruktreihe bei den langeren SD die htotWtrte zeigt. pl-43-
SD12 NC ist das starkste Konstrukt im ganzen Test. Die 63er und K@2struktreihen zeigen
eine sehr ahnliche Expressionsstarke. Im Vergleich mit dem BKdeY ist die 63er Serie im
NC-Vektor etwas schwéacher, denn alle 63er Konstrukte waren téokes als die jeweiligen
43er Konstrukte.
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Abb. 111.6.5.3: Grafische Darstellung der relativienvitro Expression der T7-Gen 1 Konstrukte im Vektor pDS5-
NC. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &Bgetragen gegen die Downstreamlange der eirddim
Fragmente (9, 23, 43 und 172 Nt). B) Relative Espien bei unterschiedlichen FragmentgrofRen (29633nd
192 Nt) aufgetragen gegen die Lange der SD

Alle Konstrukte mit der Wildtyp-SD zeigen in diesem Vektor ese@r geringe Expression. Im
ND-Vektor betrug der Unterschied zwischen den Konstrukten mit ifleSD und der 12 Nt
langen SD flr die unterschiedlichen Fragmentldngen von 29, 43, 63 und 292NT5%, 54%
und 82%, fir den NC-Vektor ergeben sich 98%, 94%, 80% und 85%. Im ND-Vekton patt
29-SD12 ND und p1-43-SD4 ND beinahe die selbe Expression. p1-29-SD12 N@bddt j@m
ca. das Funffache starker als p1-43-SD4 NC.

111.6.6 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Es wurden Tests durchgefihrt, um die Proteinbiosynthese der GenKbBuktein vivo zu
untersuchen. Ein Ausschnitt aus einem Rontgenfilm, auf dem die radioalatiierten
Proteinbanden eines solchen Versuchs zu sehen sind, ist in Abbildung 111.6.6.1 wiedergegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

—192

: B
-

-%6600.0' -8 .

Abb. 111.6.6.1: Fluorografie, die die T7-TIR/CAT-Bionsproteine dein vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens 1 im pDS5-NC-Vektor zeigt. Die Banden wardeur Quantifizierung ausgeschnitten und im
Szintillationszéhler gezahlt. Seitlich angegebdndie Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeKdestrukte wieder: 1) p1-29-SD4 NC; 2) p1-29-SD7;Nsg
pl-29-SD12 NC; 4) p1-43-SD4 NC; 5) p1-43-SD7 NCp£)43-SD12NC; 7) p1-63-SD4 NC; 8) p1-63-SD7 NC; 9)
p1-63-SD12NC; 10) p1-192-SD4 NC; 11) p1-192-SD7 N£); p1-192-SD12 NC
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Die Banden fur die Reporterfusionsproteine wurden aus dem Gel aosigEsn. In einem
Szintillationszahler wurde ihre Radioaktivitat quantitativ etfaBss Ergebnis einer solchen
Messung zeigt Tabelle 111.6.6.1. Eine grafische Veranschaulictig@sgr Daten zeigt Abbildung
[11.6.6.2. Das Balkendiagramm zeigt die relative Expression der Kddst die nach der Lange
des verwendeten T7-Inserts geordnet sind.

Tab. 111.6.6.1: Relative Proteinsyntheseraten den & Konstrukte im pDS5-NC-Vektor i vivo Test. Dieser Test
wurde zweifach durchgefiihrt, die angegebenen Wsimtkreprésentativ. Der héchste gemessene Wer881dgm)
wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl-29-SD4 NC 61 1%
pl-29-SD7 NC 608 5%
pl-29-SD12 NC 663 6%
pl-43-SD4 NC 1818 16%
pl-43-SD7 NC 3824 33%
pl-43-SD12 NC 3522 31%
pl-63-SD4 NC 6107 53%
pl-63-SD7 NC 11533 100%
pl-63-SD12 NC 4904 43%
pl-192-SD4 NC 6296 55%
pl-192-SD7 NC 10668 92%
pl-192-SD12 NC 4977 43%
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Abb. 111.6.6.2: Grafische Darstellung der relativeroteinsyntheseraten der T7-Gen 1 Konstrukte il8pDC-
Vektor aus Tabelle 111.6.6.1 inim vivo Test, geordnet nach der Léange des Inserts un8Dler
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Die Ergebnisse dein vivo Proteinsynthese der Gen 1 NC-Konstrukte entsprechen den
Ergebnissen fiir die ND-Konstrukte sehr gut (vgl Abb. 111.6.6.3 mit Abl&.2.3). Wahrend bei
den 29er Konstrukten noch dasjenige mit der 12 Nt langen SD die héchsésdtprzeigt, so
ist fir die anderen Reihen jeweils die mittlere SD von 7 Ngk&mm besten. Wie schon bei den
ND-Konstrukten wirkt sich die 12 Nt lange Sibvivo negativ auf die Expressionsrate aus.

Es fallt auch auf, dass p1-63-SD7 NC und p1-192-SD7 NC deutlicher heplmas als es bei
den ND-Konstrukten der Fall war, wobei p1-63-SD7 NC sogar noch stéser ist als p1-192-
SD7 NC. Des weiteren ist zu beobachten, dass, wahrend bei d&omDukten diejenigen mit
einer 12 Nt langen SD ein wenig starker waren als die enksprden Konstrukte mit einer 4 Nt
langen SD, so ist dies bei den NC-Konstrukten nur noch bei den 29er urmi4&gdren. Bei den
langeren Inserts ist jeweils das Konstrukt mit der kleinstene®is starker als das mit der
langsten SD.

In diesem Test unterscheiden sich die 63er und die 192er Konstruktsersghngeringfigig,
wie schon bei den ND-Konstrukten zu beobachten war.

A B
A 100% A
S 5 8%
2 A g 40% |
w w
: : 0% & —— :
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Downstreamlange [Nt] Lange der SD [N{]
—e—SD4 —m— SD7 —a—SDI12 ‘_._Fzg —m—F43 —aF63 —@—F192

Abb. 111.6.6.3: Grafische Darstellung der relativiernvivo Expression der T7-Gen 1 Konstrukte im Vektor pDS5-
NC. A) Relative Expression bei unterschiedlichen&ifgetragen gegen die Downstreamlénge der eirddiemi
Fragmente (9, 23, 43 und 172 Nt). B) Relative Eggien bei unterschiedlichen FragmentgrofZen (29%6338nd
192 Nt) aufgetragen gegen die Lange der SD.
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111.6.7 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Wie bereits fur den ND-Vektor beschrieben, wurde @ngtro RNA-Synthese durchgefihrt um
sicherzustellen, dass die einklonierten Fragmente der TIR des IGkeinen Einfluss auf die
Starke des Promotors unseres Reportergens haben. Wie aus Abbilduid Izu ersehen ist,
produzieren alle Konstrukte vergleichbare Mengen an mRNA. Digegtellten Unterschiede in
der Expressionsstarke der einzelnen Konstrukte beruht also nicMesgiriderungen auf der
transkriptionellen Ebene, sondern wie gewlnscht auf der Variation der Tiarsé#fizienz.

——29-SD4 NC
—#—29-SD7 NC
—2—29-SD12 NC
— X — 43-SD4 NC
—X%—43-SD7 NC
—0—43-SD12 NC
—+—63-SD4 NC
—6—63-SD7 NC
63-SD12 NC
192-SD4 NC
0,3 |~ ®— 192-SD7 NC
— 2 — 192-SD12 NC

DNA [ug]

Abb. 111.6.7.1: Darstellung den vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1 Konstrukte im pDS5-NG&ide
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konstuktirden im gekoppeltan vitro Biosynthesesystem in
Gegenwart voli*C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untersucht. Die raktivanarkierte mRNA wurde im
Szintillationszahler gemessen. Die erhaltenen cpent®\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag
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I11.7 Verlangerung der SD bei der TIR des Gens 1,3

Im Gegensatz zur TIR des T7-Gens 1 zeigte die TIR des T8-Ge in einer friheren
Untersuchung (Fatscher et al, 1988) schon in dem kurzen Fragment voreBie Meécht hohe
Aktivitat. Es stellte sich daher die Frage, ob auch bei ddéNgerung der SD im Vergleich zu
unterschiedlich langen Downstreamsequenzen andere Ergebnisse atlenbdi7-Gen 1-
Konstrukten zu sehen sind.

Drei unterschiedlich lange Fragmente der TIR des Gens 1,3 egeine DNA-Ligase kodiert,
wurden untersucht. Diese Fragmente wiesen eine Lange von 31, 49 bzw duf D sie alle
ein gemeinsames upstream-Ende haben unterscheiden sie sich nur @uidcinge ihres
Downstreambereichs (9, 27 bzw 153 Nt). Abbildung 1I.7.1 gibt eine scishatUbersicht
uber die unterschiedlichen T7-Gen 1,3 Fragmente. Die im Wildtyp |&fge SD wurde durch
Basenaustausch auf 7, 9 und 11 Nt verlangert. Wobei die Verlangerurig Miufwuf zwei
verschiedene Weisen (einmal upstream, einmal downstream) erfdlie eingefihrten
Mutationen sind samt Konsensussequenz in Abbildung 111.7.2 wiedergegeben.

64‘161 64{5 §476
TAACCAATAGGAGATAAACATTATGATGAACATTAAGAC

Nukleotid des

T7-Genoms
6400 SD IT DB 6500 6700
3ler Reihe (6453-6483)
| | 49er Reihe (6453-6501)
| | 175er Reihe

‘ | (6453-6627)

Abb. 11.7.1: Schematische Darstellung der verweedd-ragmente der TIR des T7-Gens 1,3. Die ergtedmiale
Linie zeigt den relevanten Teil der T7-Sequenz. Padlenangaben geben die Position innerhalb de&dntms
wieder. Ein Teil der untersuchten Sequenz ist aidbrngegeben, SD, IT und DB sind unterstricher.DB dieses
Gens beginnt bereits mit dem ,T' des ,ATG'-IT. Datar sind die einzelnen Fragmente dargestellt. ©akte
Bereich aus der T7-Sequenz, den sie umfassenhidflammern angegeben. Fragmente dieser Langen mit
unterschiedlichen SD wurden in Expressionsvektemngeeignete Reportergene einkloniert. Es wurderaacht,

ob und wie stark sie die Translationseffizienz Reportergene verbessern kénnen.
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Shine-Dalgarno-Konsensussequenz: TAAGGAGGTGATC 3
5er Shine-Dalgarno-Sequenz (WT): AMIGAGATAAAC
7U Shine-Dalgarno-Sequenz: TAAGGAG ATAAAC
7D Shine-Dalgarno-Sequenz: AGGAGGT AAAC
9er Shine-Dalgarno-Sequenz: TAAGGAGGT AAAC
11ler Shine-Dalgarno-Sequenz: AMIGAGGTGATC

Abb. 111.7.2: Aufstellung der Shine-Dalgarno-Ver&mdngen an der TIR des T7-Gens 1,3. Wiedergegehatie
SD-Konsensussequenz auf der mRNA sowie Ausschmitteder RBS von Konstrukten mit den verlangerten SD
Nukleotide identisch zur Konsensussequenz (kompi#ineur 16S rRNA) sind dick gedruckt. Im Falle &ib-
Verlangerung auf 7 Nt wurden zwei verschiedene Kokt hergestellt. Bei einem wurde die SD an ihrem
upstream-Ende verlangert (7U), bei dem anderemgtefdie Verlangerung am downstream-Ende (7D).

Das Konstrukt p1,3-31-SD5 ND wurde von Herrn Dr. Vollmer zur Verfugustetie p1,3-31-
SD7U ND sowie alle Konstrukte der 49er und 175er Reihen wurden Ubehntgeridiutation
mittels PCR hergestellt. In bereits vorhandene, und von Herrn Drm¥olzur Verfigung
gestellten T7-Gen 1,3 Konstrukten wurde uber spezielle PCR-PriraeBiVeranderungen
sowie geeignete Restriktionsschnittstellen eingefiihrt. Die Kukistpl,3-31-SD7D ND, pl,3-
31-SD9 ND sowie pl1,3-31-SD11 ND wurden durch Einklonierung synthetisierter
Oligonukleotide in den Vektor ND erzeugt.

I11.7.1 In vitro Proteinsynthese der Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

In einem gekoppelterin vitro Proteinbiosynthesesystem wurden die Konstrukte mit den
einklonierten TIR-Fragmenten des T7-Gens 1,3 auf die Expression siessproteins aus T7-
TIR und DHFR hin untersucht. Nach Auftrennung der hergestellten, radioaktrkierten
Proteine mittels PAA-Gelelektrophorese wurde mit den Gelen Eingrografie durchgefuhrt.
Einen Ausschnitt eines Roéntgensfilms, auf dem die Fusionsproteine hamn sind, gibt
Abbildung 111.7.1.1 wieder.

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

e d Rl — — - 175
o — -— - - 40

— . 31

Abb. 11.7.1.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine den vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
Gens 1,3 im pDS5-ND-Vektor zeigt. Zur Quantifizieguwurden die Banden aus dem Gel ausgeschnitterinund
Szintillationszéhler gezahlt. Seitlich angegebdndie Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeKdestrukte wieder: 1) p1,3-31-SD5 ND; 2) p1,3-4955ND;

3) p1,3-175-SD5 ND; 4) p1,3-31-SD7U ND; 5) p1,349bB7U ND; 6) p1,3-175-SD7U ND; 7) p1,3-31-SD7D ND;
8) p1,3-49-SD7D ND; 9) p1,3-175-SD7D ND; 10) p1BS8D9 ND; 11) p1,3-49-SD9 ND; 12) p1,3-175-SD9 ND;
13) p1,3-31-SD11ND; 14) p1,3-49-SD11 ND; 15) p17%ED11 ND
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Nach dem Ausschneiden der Fusionsproteinbanden aus dem PAA-Gel wurdem de
Radioaktivitdt quantitativ im Szintillationszahler gemessen. ddiefest wurde mehrfach
durchgefuhrt. Das Ergebnis eines solchen Tests ist in Tdleld.1 und Abbildung 111.7.1.2
dargestellt.

Tab. 1l.7.1.1: Relative Proteinsyntheseraten den G,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor iim vitro Test. Dieser
Test wurde dreifach durchgefiihrt, die angegebenerté/éind reprasentativ. Der héchste gemessene(RB887T
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1,3-31-SD5 ND 387 17%
p1,3-31-SD7U ND 274 12%
p1,3-31-SD7D ND 527 23%
p1,3-31-SD9 ND 517 22%
p1,3-31-SD11 ND 110 5%
p1,3-49-SD5 ND 2095 91%
p1,3-49-SD7U ND 2059 89%
p1,3-49-SD7D ND 1298 56%
p1,3-49-SD9 ND 1575 68%
p1,3-49-SD11 ND 1098 48%
p1,3-175-SD5 ND 2307 100%
p1,3-175-SD7U ND 2017 87%
P1,3-175-SD7D ND 1526 66%
p1,3-175-SD9 ND 1265 55%
p1,3-175-SD11 ND 1576 36%

100%
90% ] —
- 80% — —
S  70% - — _ —
@ 60% - _ -
5 50% — 111
0 40% -
= 30% -
= 20% — — 11
I EREES EERR R R R R
O% T T T \D\ T T T T T T T T T
PR RPRPRRRRRRRRRRR
D D N O i U o O
W W W W WA DA DA DA DN R B R R
R R N P A S S S
C © =
©23°89825985z2z25z

Abb. 111.7.1.2: Grafische Darstellung der relativieroteinsyntheseraten der Gen 1,3 Konstrukte im5pRB-
Vektor aus Tabelle 111.7.1.1inm vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8er
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Sehr stark sind jeweils die SD5-Konstrukte. Bei den 49er und 175enSsnid sie sogar die
Starksten. Die Konstrukte mit der langsten SD sind relativ sdinwAbb. 111.7.1.3B). Die
langste SD von 11 Nt Lange ist bei den kurzen Fragmentlangen dielgebkte, bei den 175er
Konstrukten ist sie ebenfalls sehr schwach. Dies ist einrétfiied zu dem vitro Ergebnissen
der TIR des Gens 1. Die TIR des Gens 1,3 ist im WT schon webesttiiker als die des Gens 1
(Fatscher et al., 1988). Darin mag der Grund liegen, warum baneitsvitro Test die l&angste
SD hier keine hohe Expression ergibt. Es ist zu vermuten, dass lbbsoRien an diese
Startstellen zu gut binden, da die Wechselwirkung zwischen SD und z&S&abil ist, und
dadurch der Ubergang in die Elongation erschwert wird. Daher sind 8@rzginstiger, nur bei
den 3ler Konstrukten, denen ein Teil der DB fehlt, ist eine vextésm@GD (SD7D und SD9)
vorteilhafter.

Betrachtet man die SD7U und SD7D Konstruktreihen so féllt auf, dassme Rolle zu spielen
scheint, in welche Richtung man die SD verlangert. Bei einer Veramge ownstream auf 7 Nt
ist die Expression bei den 31ern um 48% stéarker als bei einemgerting upstream auf 7 Nt.
Bei den 49er Konstrukten und der 175er Serie ist das 7U-Konstrukt jedoch urbz8v 2#%
starker als das 7D-Konstrukt.

Durch eine Verlangerung des Downstreambereichs von 9 auf 27gilit sich eine deutliche
Steigerung der Expression des T7/DHFR-Fusionsproteins (60-90%; ABlL.8B). Der Grund
hierfir kdnnte die bereits angesprochene, unvollstdndige DB der 31 bp Kaogstrukte sein.
Durch weitere Verlangerung der Downstreamregion auf 153 bp kosimtirenoch zu einem
sehr geringen Zuwachs der Expression, bei den Konstrukten mit delaBgeh SD kommt es
sogar zu einem leichten Absinken.

A B
100% * 100% A 9
S gl F———— = e
2 g SOA) U
6 60% 1 2 s0% \AD ~_— = I\
S a0% g =
L 05 -
< 20% j E40% :
= 0% : : : T W%e
0 50 100 150 0% U ‘ :
Downstreamlange [Nf] 5 7 9 11

Lange der SD [Nf]

_e—SD5 —m SD7U —4— SD7D
_@_SD9 —x—SD11 ‘0F31 mF49 AF175‘

Abb. I11.7.1.3: Grafische Darstellung der relativiervitro Expression der T7-Gen 1,3 Konstrukte im Vektor pbS
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen&lyetragen gegen die Downstreamlange der eirddiemi
Fragmente (9, 27 und 153 Nt). B) Relative Exprasbi@ unterschiedlichen Fragmentgréf3en (31, 4917i5dNt)
aufgetragen gegen die Lange der SD (5, 7, 9 uridtll Da die 7 Nt lange SD sowohl durch Verlangerupgtream
(V) als auch downstream (D) erzeugt wurde sind hiezi Punkte angegeben.

I11.7.2 1n vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Neben denn vitro Proteinbiosynthesetests wurden auch Versuehgvo durchgefuhrt. Zwar
kann man hier die verschiedenen Parameter der Testbedingungennmbht so genau
kontrollieren, dafiir kbnnten aber Mechanismen eine Rolle spielen, dia dar lebenden Zelle
zur Anwendung kommen und sich im Reagenzglas nicht simulieren l&ssetmo undin vivo

Tests erganzen sich in ihren Aussagen. Abbildung 111.7.2.1 zeigt einerchhittssaus einem
Rontgenfilm, auf dem die Fusionsproteinbanden der einzelnen Konstruktberussed. Diese
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Banden wurden, wie bereits beschrieben, aus den PAA-Gelen ausdeachmt ihre
Radioaktivitat quantitativ im Szintillationszahler bestimmt. Eagebnis dieses Tests ist in
Tabelle 111.7.2.1 und Abbildung Ill.7.1.2 dargestellt.

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

w— — 175

- — - o —31

Abb. 111.7.2.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFR4Bionsproteine den vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
Gens 1,3 im pDS5-ND-Vektor zeigt. Zur Quantifiziegwurden die Banden aus dem Gel ausgeschnitteimund
Szintillationszahler gezahlt. Seitlich angegebeidis Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eirze8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgelkdastrukte wieder: 1) p1,3-31-SD5 ND; 2) p1,3-49558D;

3) p1,3-175-SD5 ND; 4) p1,3-31-SD7U ND; 5) p1,398€B7U ND; 6) p1,3-175-SD7U ND; 7) p1,3-31-SD7D ND;
8) p1,3-49-SD7D ND; 9) p1,3-175-SD7D ND; 10) p1B38D9 ND; 11) p1,3-49-SD9 ND; 12) p1,3-175-SD9 ND;
13) p1,3-31-SD11ND; 14) p1,3-49-SD11 ND; 15) p17%ED11 ND

Tab. 111.7.2.1: Relative Proteinsyntheseraten den @&,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor iin vivo Test. Dieser
Test wurde dreifach durchgefiihrt, die angegeb&tierte sind reprasentativ. Der hdchste gemessené (2E31
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1,3-31-SD5 ND 1560 62%
p1,3-31-SD7U ND 1159 46%
pl,3-31-SD7D ND 1736 69%
p1,3-31-SD9 ND 1245 49%
pl,3-31-SD11 ND 1140 45%
pl,3-49-SD5 ND 2492 98%
pl,3-49-SD7U ND 2531 100%
p1,3-49-SD7D ND 2343 93%
pl,3-49-SD9 ND 1582 63%
pl,3-49-SD11 ND 1864 74%
p1,3-175-SD5 ND 2090 83%
pl,3-175-SD7U ND 1312 52%
P1,3-175-SD7D ND 1514 60%
pl,3-175-SD9 ND 1321 52%
pl,3-175-SD11 ND 1181 47%

In vivo ergibt sich bei einer Verlangerung des Downstreambereichs9vaaf 27 Nt eine
Steigerung der Expressionsrate des Fusionsproteins, die jedockchaghit denin vitro
Resultaten geringer ausfaliin (vivo Steigerung um 22-50%n vitro um 60-90%; vgl. Abb.
[11.7.2.3A mit Abb. IIl.7.1.1A). Verlangert man weiter auf 153 Nt, okt die Expression bei
allen SD-Langen, teilweise deutlich (16-49%). Dieses Absinken kosciten imin vivo
Versuch der Gen 1 Konstrukte beobachtet werden.

Die Konstrukte mit der WT-SD sind, wie scham vitro, auchin vivo sehr stark (vgl. Abb.
[11.7.2.3B mit Abb. 111.7.1.3B). In der 175er Konstruktserie zeigt dam$trukt mit der WT-SD
die hdchste Expressionsrate. Starkstes Konstrukt der 3ler Reihe dlleibpl,3-31-SD7D,
welches auch hier wieder starker ist (um 33%) als das Konstitikter upstream verlangerten
SD.

pl,3-49-SD5 ND und p1,3-49-SD7U ND sind auch hier fast gleichstark, wolr€iiradjgin vivo
das 7U-Konstrukt etwas starker exprimiert. Das Konstrukt p1,3-49-SOODMelchesin vitro
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deutlich schwéacher war als p1,3-49-SD7U ND,istvivo fast genauso stark. Bei den 175er
Konstrukten zeigen sich ebenfalls Unterschiede zuinlesitro Experimenten. p1,3-175-SD7U
ND ist ein wenig schwacher als p1,3-175-SD7D ND und p1,3-175-SD11 ND iStctasichste
der Reihe.
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Abb. 111.7.2.2: Grafische Darstellung der relativ®moteinsyntheseraten der Gen 1,3 Konstrukte im5pNB-
Vektor aus Tabelle 111.7.2.1 inm vivo Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8der
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Abb. 111.7.2.3: Grafische Darstellung der relativiarvivo Expression der T7-Gen 1,3 Konstrukte im Vektor pbS
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen&lgetragen gegen die Downstreamléange der eirddigmi
Fragmente (9, 27 und 153 Nt). B) Relative Expresbiei unterschiedlichen FragmentgrofRen (31, 49173dNt)
aufgetragen gegen die Lange der SD (5, 7, 9 uridtl Da die 7 Nt lange SD sowohl durch Verlanggrun
upstream (U) als auch downstream (D) erzeugt wsirtkhier zwei Punkte angegeben.
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111.7.3 In vitro RNA-Synthese der Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Die Kontrolle der Transkriptionsrate wurden wie fir die Konstrukte @ess 1 bereits
besprochen durchgefihrt (111.6.3). Unterschiedliche DNA-Konzentratioden einzelnen
Konstrukte wurdenin vitro auf ihre mRNA-Synthese getestet. Abbildung 111.7.3.1 gibt das
Ergebnis eines solchen Tests wieder.

—e—p1,3-31-SD5 ND
—m—pl1,3-49-SD5 ND
— —p1,3-176-SD5 ND
p1,3-31-SD7U ND
—%—p1,3-49-SD7U ND
—e—p1,3-176-SD7U ND
—+p1,3-31-SD7D ND
—=—p1,3-49-SD7D ND
p1,3-176-SD7D ND
p1,3-31-SD9 ND
— —p1,3-49-SD9 ND
— _ p1,3-176-SD9 ND
0,3 p1,3-31-SD11 ND
DNA [uig] p1,3-49-SD11 ND
p1,3-176-SD11 ND

cpm

Abb. 111.7.3.1: Darstellung deiin vitro mRNA-Synthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5\Xktor.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konsiukiurden im gekoppelteim vitro Biosynthesesystem in
Gegenwart von 14C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untdis Die radioaktive markierte mRNA wurde im
Szintillationsz&hler gemessen. Die erhaltenen cpent&\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Die Abweichungen in der mRNA-Synthese der einzelnen Konstruktenhalth in einem
vertretbaren Rahmen. Sie korrelieren nicht mit Schwankungen in deredSigm des
Reportergens. Daher kann man davon ausgehen, dass die einklonierten Frdgrimamte
Einfluss auf die Transkriptionsrate der Konstrukte haben.

I11.7.4 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Alle T7-Gen 1,3 Konstrukte wurden auch im NC-Vektorvitro auf die Expression des T7-
TIR/CAT-Fusionsproteins hin untersucht. Die Tests wurden inclyei Art und Weise
durchgefuhrt, wie fur das Gen 1 oder die Gen 1,3 ND-Konstrukte. Abbildungt.1 gibt die
Fusionsproteinbanden wieder, die auf einem Rontgenfilm sichtbar gemachbhwurde
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Abb. 111.7.4.1: Fluorografie, die die T7-TIR/CAT-Bionsproteine dein vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
Gens 1,3 im pDS5-NC-Vektor zeigt. Zur Quantifiziegu wurden die Banden ausgeschnitten und im
Szintillationszéhler gezahlt. Seitlich angegebdndie Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeldastrukte wieder: 1) p1,3-31-SD5 ND; 2) p1,3-317&DND;

3) p1,3-31-SD7D ND; 4) p1,3-31-SD9 ND; 5) p1,3-3013 ND; 6) p1,3-49-SD5 ND; 7) p1,3-49-SD7U ND; 8)
pl,3-49-SD7D ND; 9) p1,3-49-SD9 ND; 10) p1,3-49-30NMD; 11) p1,3-175-SD5 ND; 12) p1,3-175-SD7U ND;
13) p1,3-175-SD7D ND; 14) p1,3-175-SD9 ND; 15) p175-SD11 ND

Nach dem Ausschneiden der Banden aus dem PAA-Gel wurden siestienden Gel-Stlicke
in Vials fur den Szintillationszahler Gberfuhrt und ihre Radioaktivitatrde quantitativ

bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle 111.7.4.1 und grafisch in |dbbg 111.7.4.2

wiedergegeben.

Tab 111.7.4.1: Relative Proteinsyntheseraten deiGEn 1,3 Konstrukte im pSD5-NC-Vektor imvitro Test.
Dieser Test wurde vierfach durchgefuihrt, die angegen Werte sind reprasentativ. Der hochste gemesfert (
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1,3-31-SD5 NC 652 18%
p1,3-31-SD7U NC 1043 28%
p1,3-31-SD7D NC 2177 59%
p1,3-31-SD9 NC 1889 52%
p1,3-31-SD11 NC 772 21%
p1,3-49-SD5 NC 2915 80%
p1,3-49-SD7U NC 2966 81%
p1,3-49-SD7D NC 3226 88%
p1,3-49-SD9 NC 3663 100%
p1,3-49-SD11 NC 1804 49%
p1,3-175-SD5 NC 3510 96%
p1,3-175-SD7U NC 3376 92%
p1,3-175-SD7D NC 2361 64%
p1,3-175-SD9 NC 1292 35%
p1,3-175-SD11 NC 1597 44%

Die in vitro Ergebnisse fur den NC-Vektor zeigen ebenfalls, dass bei den #kiestides Gens
1,3 eine lange SD nicht von Vorteil ist (Abb. 111.7.4.3B). Bei allen Kangtangen ergibt sich
fur eine 11 Nt lange SD eine relative schlechte Expression. 181d3rReihe exprimiert, wie
schon im ND-Vektor, p1,3-31-SD7D am starksten. Eine Verlangerun§Deauf 7 oder 9 Nt
bewirkt hier eine Steigerung der Expression. Auch bei den 49er rkktest steigert sich die
Expressionsrate bei einer Verlangerung der SD auf 7 oder Didd.war im ND-Vektor nicht
der Fall, hier war p1,3-49-SD5 ND am starksten. Es fallt auf, alads p1,3-49-SD7U, schon im
ND-Vektor praktisch gleichstark wie p1,3-49-SD5, ebenso absinkt im N@e¥eBei den 175er
Konstrukten ist tendenziell alles so wie bereits im ND-Velgesehen. p1,3-175-SD5 NC zeigt
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die hochste Expression, bei einer Verlangerung der SD sinkt diesl@tionsrate zunachst nur
leicht (p1,3-175-SD7U), dann starker (Konstrukte mit SD7D, SD9 und SDuith etwas
starker als es im ND-Vektor zu beobachten war.
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Abb. 111.7.4.2: Grafische Darstellung der relatiieroteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3 Konstruktp85-NC-
Vektor aus Tabelle 111.7.4.1 inm vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts ung8er

Die 3ler Konstrukte zeigen untereinander grof3ere UnterschiedemaNDiVektor. Zum
Beispiel betragt der Unterschied zwischen p1,3-31-SD5 und p1,3-31-SD7ED ixfektor nur
27%, im NC-Vektor 70%. Hierdurch verringert sich auch der Abstand zu den 49er Konstrukten.
Vergleicht man die Konstrukte mit unterschiedlichen Downstreageld miteinander (Abb.
[11.7.4.3A), so fallt auf, dass das Absinken der Expression zwischen p1,BAeu&l p1,3-175-
SD9 im NC-Vektor deutlicher ausfallt als im ND-Vektor (75%20%). Im NC-Vektor ist p1,3-
49-SD9 NC allerdings auch das starkste Konstrukt im ganzen medDFVektor war dieses
Konstrukt merklich schwéacher.

Fir die Konstrukte mit den anderen SD-Langen ergeben sich noggeriVeranderungen bei
der Verlangerung des Downstreambereichs von 27 auf 153 Nt. Diebtgiieim Bild fir den
ND-Vektor.
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Abb. 111.7.4.3: Grafische Darstellung der relativienvitro Expression der T7-Gen 1,3 Konstrukte im Vektor pbS
NC. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &igetragen gegen die Downstreamlange der eirddiemi
Fragmente (9, 27 und 153 Nt). B) Relative Expras$iei unterschiedlichen FragmentgrofRen (31, 49 it Nt)
aufgetragen gegen die Lange der SD (5, 7, 9 uridtllDa die 7 Nt lange SD sowohl durch Verlangerupgtream
(V) als auch downstream (D) erzeugt wurde sind hiesi Punkte angegeben.

I11.7.5 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Wie bereits fur die ND-Konstrukte beschrieben, wurden auch die T7:@eNC-Konstrukte in
den lebenden Bakterienzellen, algo vivo, getestet. Die bei diesem Test synthetisierten
Reporterfusionsproteine sind in Abbildung 111.5.1 zu sehen. Nach Quantifiggeder in den
Banden enthaltenen Radioaktivitdt ergeben sich die in Tabelle511l. Aviedergegebenen
relativen Expressionsraten. Grafisch dargestellt werden diese in Abbildlurig 2.

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

— 175
- o™ <5

Abb. [11.7.5.1: Fluorografie, die die T7-TIR/CAT-Bionsproteine dein vivo Proteinsynthese der Konstrukte im
pDS5-NC-Vektor des Gens 1,3 zeigt. Die Banden wurdmir Quantifizierung ausgeschnitten und im
Szintillationszahler gezahlt. Seitlich angegebendie Lange des verwendeten T7-Inserts. Die eiezel8puren
geben die Expression der Fusionsproteine folgeldastrukte wieder: 1) p1,3-31-SD5 NC; 2) p1,3-49531C; 3)
p1,3-175-SD5 NC; 4) p1,3-31-SD7U NC; 5) p1,3-49-8INC; 6) p1,3-175-SD7U NC; 7) p1,3-31-SD7D NC; 8)
p1,3-49-SD7D NC; 9) p1,3-175-SD7D NC; 10) p1,3-FI9NC; 11) p1,3-49-SD9 NC; 12) p1,3-175-SD9 NC; 13)
p1,3-31-SD11 NC; 14) p1,3-49-SD11 NC; 15) p1,3-SI5t1 NC
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Tab. 111.7.5.1: Relative Proteinsyntheseraten den G,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor im vivo Test. Dieser
Test wurde funffach durchgefiihrt, die angegebenemté\sind reprasentativ. Der hdochste gemessene (B22P
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1,3-31-SD5 NC 1882 30%
p1,3-31-SD7U NC 774 12%
p1,3-31-SD7D NC 2493 40%
p1,3-31-SD9 NC 1026 16%
p1,3-31-SD11 NC 1147 18%
p1,3-49-SD5 NC 5827 94%
p1,3-49-SD7U NC 4668 75%
p1,3-49-SD7D NC 6222 100%
p1,3-49-SD9 NC 4218 68%
pl,3-49-SD11 NC 3910 63%
p1,3-175-SD5 NC 5515 89%
p1,3-175-SD7U NC 3792 61%
p1,3-175-SD7D NC 6117 98%
p1,3-175-SD9 NC 5765 93%
p1,3-175-SD11 NC 5307 85%
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2332 E83JeEEYYEE
©%30°80°330°88zz253z
O 0O @)
Konstrukt

Abb. 111.7.5.2: Grafische Darstellung der relatiieroteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3 Konstruktp@5-NC-
Vektor aus Tabelle 111.7.5.2 inm vivo Test, geordnet nach der L&dnge des Inserts un8Dler
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In diesemin vivo Test ist bei allen Insertlangen jeweils das Konstrukt mit der SD7Dé&kst&n
(Abb. 111.7.5.3B). Imin vitro Test war das nur bei den 3ler Konstrukten der Fall. Weitere
Gemeinsamkeiten bei allen drei Insertlangen sind die Starke deenk&D von 5 Nt Lange
sowie ein Absinken der Expression bei den langeren SD von 9 bzw. 1hé#.lBei den 175er
Konstrukten nimmt die Expression bei den langen SD allerdings nuigved. Ebenfalls bei
allen Insertlangen zu beobachten ist, dass das SD7U Konstrukt sefachcist, gerade im
Vergleich mit dem starken SD7D Konstrukt. Bei den 31ler Konstruktetags SD7D Konstrukt
um 69% starker, bei der 49er Reihe um 25% und bei der 175er Serie um 38%.

Wie erwartet bewirkt eine Verlangerung des Downstreamtieseion 9 auf 27 Nt eine deutliche
Steigerung der Expressionsrate (Abb. 111.7.5.3A). Eine weitemdaNgerung auf 153 Nt fihrt
nur bei den Konstrukten mit der 9 und 11 Nt langen SD zu einer weitedmefeErhdhung. Im
ND-Vektor verlieren alle Konstrukt@ vivo bei der grof3ten Downstreamlange an Expression.

A B
100%
é 80% -| <
8 60% - ?
g 40% I
nj o
— 20% ﬁ &
o _
0% T T T [
0 50 100 150 200
Downstreamlange [Nt]
Lange der SD [N{]
——SD5 —m—SD7U ——SD7D
——SD9 —x—SD11 ¢ F31 mF49 AF175

Abb. I11.7.5.3: Grafische Darstellung der relativienvivo Expression der T7-Gen 1,3 Konstrukte im Vektor pbS
NC. A) Relative Expression bei unterschiedlicheng&ifgetragen gegen die Downstreamlénge der eirddiemi
Fragmente (9, 27 und 153 Nt). B) Relative Expresbiei unterschiedlichen FragmentgrofRen (31, 49175dNt)
aufgetragen gegen die Lange der SD (5, 7, 9 uridtl Da die 7 Nt lange SD sowohl durch Verlangerupgtream
(V) als auch downstream (D) erzeugt wurde sind hiexi Punkte angegeben.
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I11.7.6 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Um sicherzustellen, dass sich durch das Einklonieren der Tigverste des T7-Gens 1,3 die
Starke des Promotors des CAT-Reportergens nicht gedndert Unalenwalle Konstrukte in
einemin vitro Testsystem auf ihre mMRNA-Syntheseraten hin untersucht. Hiemzdew die
verschiedenen Konstrukte in unterschiedlichen Konzentrationen eirtgd3etzsynthetisierte
mRNA wurde durch Einbau voh*C-UTP radioaktiv markiert und im Szintillationszahler
gemessen.

p1,3-31-SD5 NC
—+—p1,3-31-SD7U NC
1000 —m—p1,3-31-SD7D NC
900 | p1,3-31-SD9 NC
800 - p1,3-31-SD11 NC
700 < —%—p1,3-49-SD5 NC
c 600 - —e—p1,3-49-SD7U NC
g 500 —+—p1,3-49-SD7D NC
400 / - p1,3-49-SD9 NC
288 | ) /;//‘ p1,3-49-SD11 NC
100 - /%5/ p1,3-175-SD5 NC
0 4 | | p1,3-175-SD7U NC
0 01 0.0 03 p1,3-175-SD7D NC
p1,3-175-SD9 NC
DNA [pg] pl,3-175-SD11 NC

Abb. I111.7.6.1: Darstellung dein vitro mRNA-Synthese der T7-Gen 1,3 Konstrukte im pDS5\V&Rtor.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konsiukiurden im gekoppelteim vitro Biosynthesesystem in
Gegenwart von 14C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untdns Die radioaktive markierte mRNA wurde im
Szintillationszahler gemessen. Die erhaltenen cpent®\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Abbildung 111.7.6.1 zeigt, dass alle Konstrukte vergleichbare MenganRINA synthetisieren.
Die auftretenden Unterschiede korrelieren nicht mit Unterschigdeder Expression des
Reportergens. Durch die einklonierten Fragmente der T7-TIR ergelfekeine Veranderungen
fur die Transkriptionsrate. Unterschiede in der Expression des Fotgias konnen somit auf
Anderungen der Translationsrate und/oder der Stabilitit von mRNA Bdsionsprotein
zurtckgefuhrt werden.
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I11.8 Verlangerung der SD bei der TIR des T7-Gens 0,3

Das erste Gen der frihen Region von T7, das Gen 0,3, welches funtemstiktionsprotein
kodiert, zeigte beziglich der Abhéngigkeit der TIR-Aktivitat von Besgmentlange in den
Versuchen von Fatscher et al 1988 ein &hnliches Verhalten wie etasl.GEs soll hier als
Erganzung uberprift werden, ob dies auch fir die Variation der SD-GrolR3e zutrifft.

Drei unterschiedlich grol3e Fragmente der TIR des Gens 0,3 wurdasuatit. Sie hatten eine
Lange von 28, 40 und 56 Nukleotiden. Alle Fragmente hatten das gleiche upStrdam
(Position 906 im T7-Genom). Sie unterschieden sich durch die Lange downstream-
Bereichs (entsprechend 9, 21 und 37 Nt). Abbildung 111.8.1 gibt einen sdbehneat Uberblick
Uber die verschieden langen Fragmente. Die urspringlich 5 Nt &ibgées Gens 0,3 wurde
durch Basenaustausch auf 7, 9 bzw. 12 Nt verlangert. Die verschieslereend, zusammen mit
der SD-Konsensussequenz in Abbildung 111.8.2 dargestellt.

912 925 939

\ \ \
ACGAGGTAACACAAGATGGCTATGTCTAACATGACTTACAACA

900 IT DB 950 1000 Nukleotid des
‘ T7-Genoms

‘SD
L \

\ } 28er Reihe (906-933)

\ | 40er Reihe (906-945)

\ | 56er Reihe (906-961)

Abb. 111.8.1: Schematische Darstellung der verweedd-ragmente der TIR des T7-Gens 0,3. Die ergiedrgale
Linie zeigt den relevanten Teil der T7-Sequenz. Padlenangaben geben die Position innerhalb de&artems
wieder. Ein Teil der untersuchten Sequenz ist aidbrangegeben, SD, IT und DB sind unterstrichemutar sind
die einzelnen Fragmente dargestellt. Der exakteiBleraus der T7-Sequenz, den sie umfassen, istamidern
angegeben. Fragmente dieser L&ngen mit untersiiedl SD wurden in Expressionsvektoren vor geegnet
Reportergene einkloniert. Es wurde untersucht, ot wie stark sie die Translationseffizienz der Regrgene
verbessern kénnen.

Shine-Dalgarno-Konsensussequenz: TAAGGAGGTGATC 3
5er Shine-Dalgarno-Sequenz (WT): G@MIGGTAACA
7er Shine-Dalgarno-Sequenz: ABEGAGGT AACA
9er Shine-Dalgarno-Sequenz: ABGAGGTGA CA
12er Shine-Dalgarno-Sequenz: TAAGGAGGTGAT A

Abb. 111.8.2: Aufstellung der Shine-Dalgarno-Ver&mdngen an der TIR des T7-Gens 0,3. Wiedergegehatie
SD-Konsensussequenz auf der mRNA sowie Ausschmitteder RBS von Konstrukten mit den verlangerten SD
Nukleotide identisch zur Konsensussequenz (komphgineur 16S rRNA) sind dick gedruckt.
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p0,3-28-SD5 ND, p0,3-40-SD5 ND und p0,3-56-SD5 ND wurden von Herrn Dr. Sprengart
konstruiert und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Die Verlangerung der SD wurde von T. Hotz durchgefiihrt. Bei2Ber Konstrukten erfolgte

sie uber die Einklonierung von chemisch synthetisierten Oligonukleotide den
Expressionsvektor. Bei den 40er und 56er Konstruktreinen wurden die Vendgelermittels
PCR eingefuhrt.

111.8.1 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor

Alle Konstrukte wurden in einem gekoppelten Proteinbiosynthesesystaim itae
Translationseffizienz hin untersucht. Da fur den Test Plasmid-@Mgesetzt wurde ergaben
sich nach Auftrennung der synthetisierten, fi:Methionin markierten Proteine in einem SDS-
PAGE wenige Banden. Durch Auflegen eines Roéntgenfilms wurdere diettbar gemacht
(Abb. 111.8.1.1).

Abb. 111.8.1.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine dén vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens 0,3 im pDS5-ND-Vektor mit unterschiedlieimgen SD zeigt. Die Banden wurden ausgeschnittdriman
Szintillationszahler gezahlt. Seitlich angegebé¢mlis Lange des verwendeten T7-Fragments. Die kiemeSpuren
geben die Expression der Fusionsproteine folgelkidastrukte wieder: 1) p0,3-28-SD5 ND, 2) p0,3-40830D, 3)
p0,3-56-SD5 ND, 4) p0,3-28-SD7 ND, 5) p0,3-40-SD3,M) p0,3-56-SD7 ND, 7) p0,3-28-SD9 ND, 8) p0,3-40
SD9 ND, 9) p0,3-56-SD9 ND, 10) p0,3-28-SD12 ND, {@)3-40-SD12 ND, 12) p0,3-56-SD12 ND

Die Banden der Fusionsproteine aus Reporterprotein und einigen Amingsdigein dem
jeweils eingesetzten TIR-Fragment kodiert sind, wurden aus deérausgeschnitten und ihre
Radioaktivitdt quantitativ im Szintillationszahler bestimmt. [Bagebnis eines repréasentativen
Tests ist in Tabelle 111.8.1.1 und Schaubild 111.8.1.2 dargestellt.
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Tab. 111.8.1.1: Relative Proteinsyntheseraten den ®,3 ND-Konstrukte imin vitro Test. Dieser Test wurde

vierfach durchgefihrt, die angegebenen Werte stpdésentativ. Der héchste gemessene Wert (1705 wpnale
gleich 100% gesetzt.

Konstrukte cpm rel. Expression
p0,3-28-SD5 ND 2 0%
p0,3-28-SD7 ND 29 2%
p0,3-28-SD9 ND 27 2%
p0,3-28-SD12 ND 92 5%
p0,3-40-SD5 ND 45 3%
p0,3-40-SD7 ND 218 13%
p0,3-40-SD9 ND 258 15%
p0,3-40-SD12 ND 1025 60%
p0,3-56-SD5 ND 261 15%
p0,3-56-SD7 ND 748 44%
p0,3-56-SD9 ND 637 37%
p0,3-56-SD12 ND 1705 100%
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Abb. 111.8.1.2: Grafische Darstellung der relativemoteinsyntheseraten der Gen 0,3 Konstrukte im5RB-
Vektor aus Tabelle 11.8.1.1 iin vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8er

Eine Verlangerung der WT-SD ergibt immer eine Erhohung der d8gmmnsrate (Abb.
[11.8.1.3B). In der Regel steigt die Expression mit jeder @veit Verlangerung der SD an. Bei
der 56er Serie ist ein leichter Abfall bei der Erweiterung3I@ von 7 auf 9 Nt zu beobachten
(15%). Auch bei den 28er Konstrukten ergibt sich beim Ubergang von Neédangen SD zu
einer 9 Nt langen SD ein minimaler Rickgang (7%). Die Konstruktelen 12 Nt langen SD
sind bei allen Serien deutlich am starksten.
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Bei gleichbleibender SD-Lange steigt die Expression mit zueater Downstreamlange (Abb.
[11.8.1.3A). Die Konstrukte mit dem 28 Nt langen Insert sind bleinaSD-Langen sehr schwach
(nur maximal 5% der Expression des starksten Konstrukts). Diesdrildasbeinhalten keine
Downstream Box, was die schlechten Expressionsraten erklaren konnte.geieifdonstrukte
besitzen die halbe bzw. die ganze DB.

A B
100% 100% A
5 80% | 5 80% |
g 60% - § 60%
g a0% / & 40% A 4
T 20% / 3 20%
o P U———
0% /l/// ‘ 0% o o —
0 10 20 30 40 5 7 9 11
Downstreamlange [Nf] Lange der SD [N{]
‘—Q—SDS —m—SD7 —a—SD9 —.—3012‘ ‘—0—F28 —m—F40 —‘—FSG‘

Abb. 111.8.1.3: Grafische Darstellung der relativiervitro Expression der T7-Gen 0,3 Konstrukte im Vektor pbS
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &bgetragen gegen die Downstreamlange der eirddm
Fragmente (9, 21 und 37 Nt). B) Relative Expresdienunterschiedlichen Fragmentgréf3en (28, 40 uhdNg
aufgetragen gegen die Lange der SD

Der Unterschied zwischen den 40er und den 56er Konstrukten mit Dovmmisingan von 21
bzw. 37 Nt, nimmt bei steigender SD-Lange ab. Bei einer Sy.&won 5 Nt ist das 56er
Konstrukt noch sechsmal so stark wie das 40er Konstrukt, bei detdéarg® von 12 Nt nur
noch 1,7mal. Die lange SD scheint hier fir eine zunehmende Angigicter Expression der
unterschiedlich langen Konstrukte zu sorgen.

111.8.2 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im ND-Vektor

Alle ND-Konstrukte des Gens 0,3 wurdém vivo getestet. Abbildung 111.8.2.1 zeigt einen
Rontgenfilm, auf dem das Ergebnis eines solchervivo Experiments zu sehen ist. Die
entsprechenden Proteinbanden wurden ausgeschnitten und quantitativ irlat8ristiahler
gemessen. Das Resultat ist in Tabelle 111.8.1.1 und Abbildung 111.8.2.2 dargelegt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- Fusions-
protein

Abb. 111.8.2.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine dan vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
Gen 0,3 im pDS5-ND-Vektor mit unterschiedlich lang8D zeigt. Die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoksgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p0,3-28-SD5 NDpR)3-40-SD5 ND, 3) p0,3-56-SD5 ND, 4) p0,3-28-S0037,18)
p0,3-40-SD7 ND, 6) p0,3-56-SD7 ND, 7) p0,3-28-SDD, 8) p0,3-40-SD9 ND, 9) p0,3-56-SD9 ND, 10) p0&-2
SD12 ND, 11) p0,3-40-SD12 ND, 12) p0,3-56-SD12 ND
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Tab. 111.8.2.1: Relative Proteinsyntheseraten den ®,3 Konstrukte im pDS5-ND-Vektor iin vivo Test. Dieser
Test wurde dreifach durchgefiihrt, die angegebenentaAsind reprasentativ. Der hdchste gemessene (V248
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukte cpm rel. Expression
p0,3-28-SD5 ND 0 0%
p0,3-28-SD7 ND 208 2%
p0,3-28-SD9 ND 212 2%
p0,3-28-SD12 ND 358 3%
p0,3-40-SD5 ND 2535 25%
p0,3-40-SD7 ND 3476 34%
p0,3-40-SD9 ND 3418 33%
p0,3-40-SD12 ND 2442 24%
p0,3-56-SD5 ND 7402 72%
p0,3-56-SD7 ND 10248 100%
p0,3-56-SD9 ND 5952 58%
p0,3-56-SD12 ND 4273 42%
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Abb. 111.8.2.2: Grafische Darstellung der relativemoteinsyntheseraten der Gen 0,3 Konstrukte im5RB-
Vektor aus Tabelle 111.8.2.1 inm vivo Test, geordnet nach der L&nge des Inserts.

Auch imin vivo Versuch ergibt sich durch eine Verlangerung des Downstreaitigereine

deutliche Steigerung der Expressionsrate (Abb. 111.8.2.3A). Die bkitexde zwischen den
verschieden langen Inserts sind hier sogar noch etwas deutlicheel&live Expression steigt
bei der Erweiterung des Downstreambereichs von 9 auf 21 Nt f&DHeangen von 5, 7, 9 und
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12 Nt von 0%, 2%, 2% und 3% auf 25%, 34%, 33% und 24%. Verlangert man den

Downstreambereich weiter auf 37 Nt, so erhalt man rel&xmessionsraten von 72%, 100%,
58% und 42% flr die unterschiedlichen SD-Langen.

Eine Abweichung vomin vitro Ergebnis ergibt sich bei der Verlangerung der SD (Abb.
[11.8.2.3B). In vitro waren immer die Konstrukte mit der langsten SD deutlich @nksten.In
vivo ist dies nur noch bei den schwachen 28er Konstrukten der Fall (SDifd 53 starker als
SD9). Bei den 40er und 56er Konstruktreihen nimmt die Expression bigingsten SD von 12
Nt wieder ab (jeweils um 28%). Im Falle der 56er Konstrustsagar schon eine Verlangerung
der SD auf 9 Nt schwacher als eine Verlangerung auf nur (pON3-56-SD7 ND ist um 42%
starker als p0,3-56-SD9 ND).

A B
100% 100% A

= 80% c  80%
2 X // 2 ’ ‘/\
@ 60% A @ 60% A
S 40% - %: S 40% - ‘\‘k
ni ni
3 20% 5 20% T/.‘.\I

0% m— ‘ ‘ 0% &- * + ‘ g

0 10 20 30 40 5 7 9 11
Downstreamlange [Nt] Lange der SD [Nf]

‘—Q—SDS —m SD7 —&—SD9 —e— SD12 ‘_._Fzs —m F40 —a—F56 ‘

Abb. 111.8.2.3: Grafische Darstellung der relativienvivo Expression der T7-Gen 0,3 Konstrukte im Vektor pbS
ND. A) Relative Expression bei unterschiedlichen &bgetragen gegen die Downstreamlange der eirddem
Fragmente (9, 21 und 37 Nt). B) Relative Expresdienunterschiedlichen Fragmentgréf3en (28, 40 uhdNg
aufgetragen gegen die Lange der SD

111.8.3 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pSD5-ND-Vektor

Durch die Quantifizierung der Transkription soll sichergestelitdese, dass die einklonierten
Fragmente keinen Einfluss auf die Starke des Promotors habenstDdie Vorraussetzung
dafir, dass man aus den Ergebnissenrdeitro undin vivo Proteinsynthesetests Aussagen uber
die Translationseffizienz machen kann. Die zu untersuchenden Konstrwkten in mindestens
zwei unterschiedlichen Konzentrationen fir dasitro Testsystem eingesetzt. Die synthetisierte
mRNA wurde mittels**C-UTP radioaktiv markiert, nach der Inkubation prézipitiert, iber
Glasfilter filtriert und gewaschen. Die Radioaktivitat wurdechtis3end im Szintillationszahler
gemessen. Was in diesem Test gemessen wird, ist die Gesalath@oduzierten mRNA, was
auch die mRNA fur dig3-Lactamase einschlie3t. Deren Promotor besitzt allerdings inur e
Zehntel der Starke des Promotors unseres Reportergens. Seine Starkelsalltelsracht durch
die eingefugten Fragmente andern.
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1400
—+— p0,3-28-SD5 ND
1200 7 — = p0,3-28-SD7 ND
1000 — —p0,3-28-SD9 ND
——%--p0,3-28-SD12 ND
3 800 —%— p0,3-40-SD5 ND
© 600 - —e— p0,3-40-SD7 ND
——+— p0,3-40-SD9 ND
400 1 ———p0,3-40-SD12 ND
200 p0,3-56-SD5 ND
0 p0,3-56-SD7 ND

— — p0,3-56-SD9 ND
— —p0,3-56-SD12 ND

0,3

DNA [ug]

Abb. 111.8.3.1: Darstellung derin vitro RNA-Synthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-\é&kior.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konstuktirden im gekoppelten vitro Proteinbiosynthesesystem
in Gegenwart vor'C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untersucht. Die raktivamarkierte mRNA wurde im
Szintillationsz&hler gemessen. Die erhaltenen cpent&\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Die synthetisierten mRNA-Mengen der unterschiedlichen Kongrukeichen in einem
vertretbaren Rahmen voneinander ab (Abb. 111.8.3.1). Es kann davon ausgegand@m dass
die eingefugten Fragmente keinen Einfluss auf die Promotorstarke haben.

111.8.4 Umklonierung einiger T7-Gen 0,3 Konstrukte in den pDS5-NC-Vektor

Einige Gen 0,3 Konstrukte wurden in den Vektor pDS5-NC umgesetzt. Es wodderum
Uberprift werden, ob die Art des Reportergens einen Einflu auf diemgete TIR austbt. Es
wurde die komplette Reihe mit der 7 Nt langen SD sowie die korapléttr Serie umgesetzt.
Die Inserts wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI dams ND-Vektor
ausgeschnitten und in den ebenfalls Xhol/BamHI geschnittenen NC-Vektor einkloniert

111.8.4.1 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Die Gen 0,3 NC-Konstrukte wurde vitro auf ihre Proteinsynthese getestet. Abbildung 111.8.4.1
zeigt einen Ausschnitt eines Rontgenfilms, auf dem die radioaktikien@n Proteine, die in
einem solchen Test synthetisiert wurden, zu sehen sind. Die Bandéanvaus dem SDS-Gel
ausgeschnitten und im Szintillationszahler vermessen. Die erhraltpneWerte sind in Tabelle
[11.8.4.1 wiedergegeben. In Abbildung 111.8.4.2 wurden die Resultate grafischstigige
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Abb. 111.8.4.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine den vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
Gen 0,3 im pDS5-NC-Vektor mit unterschiedlich lang8D zeigt. Die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoksgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p0,3-40-SD5 NCpR)3-40-SD7 NC, 3) p0,3-40-SD9 NC, 4) p0,3-40-SINC2,

5) p0,3-28-SD7 NC, 6) p0,3-56-SD7 NC

Tab. 111.8.4.1: Relative Proteinsyntheseraten den ®,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor im vitro Test. Dieser
Test wurde dreifach durchgefiihrt, die angegebenernté\sind reprasentativ. Der hochste gemessene (M&195
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p0,3-40-SD5 NC 384 3%
p0,3-40-SD7 NC 4406 35%
p0,3-40-SD9 NC 2498 20%
p0,3-40-SD12 NC 12495 100%
p0,3-28-SD7 NC 1101 9%
p0,3-56-SD7 NC 7755 62%

100%
90% -
80% -
'5 70% -
2 60% -
o 0 -
:
|
Z 30%
= 20% A
0f -
18(;2 — T T T T ,_l T
p0,3-40- p0,3-40- p0,3-40- p0,3-40- p0,3-28- p0,3-56-
SD5 NC SD7 NC SD9NC SD12 SD7 NC SD7 NC
NC
Konstrukt

Abb. 111.8.4.2: Grafische Darstellung der relatiieroteinsyntheseraten der Gen 0,3 Konstrukte im5pRG-
Vektor aus Tabelle 111.8.4.1 inm vitro Test, geordnet nach der Lange des Inserts ung8er
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Das starkste Konstrukt bei der vitro Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 NC-Konstrukte ist p0,3-
40-SD12 NC. Dies deckt sich mit den Ergebnissen fur den ND-VektarAtb. 111.8.4.2 mit
Abb. 111.8.1.2). Auch fur das zweitstarkste Konstrukt (p0,3-56-SD7 NC) sdigischwachsten
Konstrukte (p0,3-40-SD5 NC und p0,3-28-SD7 NC) stimmen die Resultate mei digr diein

vitro Versuche Uberein. Eine Abweichung ergibt sich mit dem Rilckgher Expression
zwischen p0,3-40-SD7 NC und p0,3-40-SD9 NC (-56%). Iniderntro Versuchen ergab sich
bei einer Verlangerung der SD von 7 auf 9 Nt immer eine keiSkgigerung der Expressionsrate
(+15%).

111.8.5 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Die in den NC-Vektor umgesetzten T7-Gen 0,3 Konstrukte wurden muchvo auf die
Expression ihres cat-Reportergens hin untersucht. Tabelle 111.8.5.1 bbidéng 111.8.5.2
zeigen das Ergebnis eines solchen Test.

1 2 3 4 5 6
a E 1 = — Fusions-
i - P & s .,] protein

Abb. 111.8.5.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine ddn vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
Gen 0,3 im pDS5-NC-Vektor mit unterschiedlich lang8D zeigt. Die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszahler gez&ik. einzelnen Spuren geben die Expression deoRsgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p0,3-40-SD5 NCpR)3-40-SD7 NC, 3) p0,3-40-SD9 NC, 4) p0,3-40-SINC2,

5) p0,3-28-SD7 NC, 6) p0,3-56-SD7 NC

Tab. 111.8.5.1: Relative Proteinsyntheseraten den ®,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor im vivo Test. Dieser
Test wurde zweifach durchgefiihrt, die angegebenerntéAsind repréasentativ. Der hdchste gemessene (13§24
cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p0,3-40-SD5 NC 803 8%
p0,3-40-SD7 NC 4098 39%
p0,3-40-SD9 NC 3351 32%
p0,3-40-SD12 NC 2320 22%
p0,3-28-SD7 NC 664 6%
p0,3-56-SD7 NC 10624 100%
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Abb. 111.8.5.2: Grafische Darstellung der relativemoteinsyntheseraten der Gen 0,3 Konstrukte im5RG-
Vektor aus Tabelle 111.8.5.1 inm vivo Test, geordnet nach der Lange des Inserts un8der

Die Ergebnisse fir dim vivo Proteinsynthese der T7-Gen 0,3 NC-Konstrukte zeigen die selben
Tendenzen wie bei den vivo Tests der ND-Konstrukte (vgl. Abb. 111.8.5.2 mit Abb. 111.8.2.2).
Eine Verlangerung der WT-SD auf 7 Nt ergibt eine SteigerdgrgExpression, hier um 80%.
Eine weitere Verlangerung der SD resultiert allerdingseinem Rickgang. Bei einer
Verlangerung auf 9 Nt sinkt die Expression um 18%, bei eineekgeaitVerlangerung um 3 Nt
auf 12 Nt nochmals um 31%.

Starkstes Konstrukt ist mit Abstand p0,3-56-SD7 NC. Auch bei den ND-Koastukiren die
Konstrukte mit der grof3ten Downstreamlange am starksten. p0,3-28-Sxeéift die erwartet

schlechte Expression.
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111.8.6 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-NC-Vektor

Zur Kontrolle der Promotoraktivitat wurde eine vitro RNA-Synthese durchgefuhrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 111.8.6.1 grafisch dargestellt.

1200
1000 - —e— p0,3-40-SD5 NC
800 _ e " —=— p0,3-40-SD7 NC

//% 3-40-SD9 N
600 / p0,3-40-SD9 NC

£
o p0,3-40-SD12 NC
400 —%— p0,3-28-SD7 NC
200 —e—p0,3-56-SD7 NC
O T T

0 0,1 0,2 0,3
DNA [ug]

Abb. 111.8.6.1: Darstellung derin vitro RNA-Synthese der T7-Gen 0,3 Konstrukte im pDS5-\X&kior.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konseuktirden im gekoppelten vitro Proteinbiosynthesesystem
in Gegenwart von**C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untersucht. Die raklivzamarkierte mRNA wurde im
Szintillationszahler gemessen. Die erhaltenen cpent®\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Alle NC-Konstrukte des T7-Gens 0,3 zeigen praktisch die selbe éMangmRNA-Synthese.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die einklonierten TIR-Fegeirah Einfluss
auf die Aktivitat des Promotors haben.
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111.9 Untersuchungen zur Funktion des 5‘-hairpins der USR des T7-Ges 11

Alle stark exprimierten Gene des Bakteriophagen T7 verfligeneiie unstrukturierte Region
(USR) im Bereich ihrer RBS. Das Fehlen von Sekundarstrukturen iendiBgreich erleichtert
die Erkennung der Translationsstartstelle durch die Ribosomen. \i&Bngeht ein 5’-hairpin
voraus. Dieser 5’-hairpin kann eine Schnittstelle fur die RNaselfl (T7-Gene 0,3; 1; 1,3 und
13) und somit das 5-Ende der mRNA festlegen, oder er wird niclchgigten und bleibt im
Inneren einer polycistronischen mMRNA erhalten (T7-Gene 3,8; 10; 11 unbh 1&zterem Fall
dient die Energie, die durch die Bildung dieses hairpins frei wirdmwiich dazu, die
dahinterliegende  mRNA-Region vor Einfaltungen durch upstream ayeedereiche zu
schitzen. Somit wére der 5’-hairpin ein wichtiger BestandteilltiRerder stark exprimierenden
Gene. Das T7-Gen 11 besitzt sowohl eine USR als auch einen davadéadg-hairpin. Frau
Dr. Sahillioglu klonierte Fragmente dieser TIR vor geeignete ReporterDen&’-hairpin dieser
TIR fungiert im WT als Transkriptionsterminator. Diese Funktiomrde durch Eliminierung
einer dem hairpin folgenden Poly-U-Sequenz zerstort. Bei allen Rrao Dr. Sahillioglu
hergestellten Konstrukten befand sich das Gen 11 TIR-FragmeminfiadtiRersten 5’-Ende der
MRNA. Dies entspricht nicht der Situation im WT. Befindet sich ligrpin am Anfang der
MRNA, so liegen nur kleine Sequenzbereiche davor, die moglicherimetie RBS einfalten
und die Translationsinitiation behindern koénnen. Liegt der hairpin im Innsner
polycistronischen mRNA, so sollte seine Rolle als Schutz furndighfolgende USR noch
bedeutender sein, da nun ein weit groéRerer Sequenzbereich upseeditir diegt. Ist seine
Aufgabe jedoch Kontakte zu den initierenden Ribosomen auszubilden, so ist kein Unterschied in
der Expression im Vergleich der monocistronischen zur polycistimris8ituation zu erwarten.
Um dies zu untersuchen, wurde von mir ein neuer Expressionsvektorukensbei dem die
TIR-Fragmente vor das zweite Gen der mRNA kloniert werden konnten.

111.9.1 Herstellung des Expressionsvektors pDS5-NcD

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung des neuen Expressionsveltemte der Vektor
pDS5-ND (l11.3). Aus diesem Vektor wurde zun&chst ein nicht benotgegsFragment mittels
der Restriktionsenzyme Hind Ill (upstream) und Bsml (downstream) hesaisgtten.

Das synthetisierte Oligonukleotid NcD.1 ersetzte das ausgeschnitteke St

NcD.1: 5 AGCTTGCGGCCGCT 3
3 ACGCCGGC 5

Dieses Oligonukleotid besitzt Uberhangende Hindlll (AGCT) und B&i) Enden und wurde
in den aufgeschnittenen Vektor ligiert.

Das resultierende Plasmid wurde mit den RestriktionsenzymenudteBamHI verdaut. Durch

diesen Verdau wird ein Sequenzstick zwischen Promotor und dhfr-Repodesgsschnitten,

welches durch ein verkiirztes cat-Gen ersetzt werden soll. &eal wurde elektrophoretisch
aufgetrennt und die DNA isoliert.

Aus dem Vektor pDS5-NOK, der downstream des dhfr ein kompletteserab€sitzt, ansonsten
aber dem Vektor pDS5-ND entspricht, wurde ein Stiick des cat-Gen (522 Nt) dettels
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Restriktionsenzyme Hindlll (upstream) und Ncol (downstream, schneiderhalb der cat-
Sequenz) ausgeschnitten. Der Grund dafir, dass nicht das komplgBencatusgeschnitten
wurde, besteht darin, dass das vollstandige CAT-Protein in einenPBB&- ungefahr auf der
selben Hohe lauft wie ein Fusionsreporterprotein aus DHFR und T7-TIR.

Das so entstandene cat-Fragment wurde durch Elektrophorese und Elektroelutionegew

An dieses cat-Fragment wurden upstream das Oligonukleotid NcD.2 und dmammstias
Oligonukleotid NcD.3 ligiert.

NcD.2: 5' AATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACECTAGG 3
3 CACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGT GGATCCTCGA 5°

Das NcD.2-Oligonukleotid verfugt tber ein Gberhangendes Mfel-End&ADT) und Uber ein
uberhangendes Hindlll-Ende (3 TCGA). Mittels des HindllI-End@sl das Oligonukleotid an
das cat-Fragment ligiert. Dieses Oligonukleotid bildet die ,vardBriicke* zwischen cat-
Fragment und Vektor. Es beinhaltet zusatzlich eine Avrll-Schnittstel. (f

NcD.3: 5'CATGGCT TAAGAATTCCCG 3
3" CGAATT CTTAAGGGCCTAG 5

Das NcD.3-Oligonukleotid verfligt Gber ein Uberh&ngendes Ncol-EndeAbG) und Uber ein
Uberhangendes BamHI-Ende (3 CTAG). Das Ncol-Ende erlaubt igegtibn downstream an
das cat-Fragment, das BamHI-Ende an den Vektor. Dieses OligondKieldet die ,hintere

Briicke". NcD.3 beinhaltet zusatzlich noch ein Terminationskodon (TAA i\kgedruckt) far

das cat-Fragment und eine EcoRI-Schnittstelle (GAATTC, fett gedruckt

Nach der Ligation der Oligonukleotide NcD.2 und NcD.3 an das cat-Fragmerde das
resultierende DNA-Stick mit den Enzymen Mfel und BamHI nochnmedlgetten, um eventuell
mehrfach anligierte Oligonukleotide wieder abzutrennen, und dann in ufgesehnittenen
Vektor einligiert. Damit war der neue Expressionsvektor pDS5-Kdib. 111.3.) fertiggestellt,
der vor dem dhfr-Reportergen noch ein verklrztes cat-Gen tdsgaus leitet sich die
Bezeichnung NcD ab250304-Promotor/Operatarat vordhfr). Das Reportergen ist also nun
das zweite Gen auf einer polycistronischen mRNA.

mrel  NCD-2 (pyingury cat-Fragment (Neo)  NCD-3 gampy
+ + —

Vektor Mfel i BamHI  Vektor

Abb. 111.9.1.1: Schematische Darstellung der Ligasischritte zur Einklonierung des cat-Fragmentden neuen
Expressionsvektor. Im ersten Schritt werden digg@lukleotide NcD.1 und NcD.2 an das cat-Fragmegiert,
danach erfolgt die Einklonierung in den Vektor. Mfeédindlll, Ncol, BamHI: tUberhdangende Enden der
entsprechenden Restriktionsenzyme. Die Erkennuggeseen fur Hindlll und Ncol sind unvollstandig, es
existieren im fertigen Produkt an diesen Stellen&&chnittstellen fir diese Enzyme.
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111.9.2 Umsetzung von T7-Gen 11-Konstrukten in den neuen Expressionsveit

Folgende Konstrukte mit Fragmenten der TIR des T7-Gens 11 wurderdlicherweise von
Frau Dr. U.Sabhillioglu zur Verfigung gestellt:

Konstrukt Hairpin
pl1-175 ND nicht vorhanden
pl1-213I ND zu 2/3 vorhanden
p11-3641 ND komplett vorhanden
pl1-364d ND deletiert

P11-364linv ND invertiert

Alle Konstrukte haben den selben Downstreambereich, unterscheidaissiaiur an ihrem 5'-
Ende (Abb. 111.9.2.1). p11-364l enthalt den gesamten 5'-hairpin. Dasegjistvdarauf hin, dass

bei diesem Konstrukt die U6-Sequenz des Transkriptionsterminators cARREBAGA" ersetzt
wurde (,I* = loss of U6). p11-213I enthalt zweidrittel der hairpirg@enz, wodurch sich der
hairpin nicht mehr ausbilden kann. p11-175 enthalt den hairpin Uberhaupt nicht reghr. B
Konstrukt pl1-364dvurde der hairpin deletiert. Die Sequenz des hairpins wurde durch die
Sequenz ,AGATCTGGGCCC*, welche Schnittstellen fur zwei Rdstnsenzyme enthalt,
ersetzt. Bei pl1-364linv wurde die Sequenz invertiert, d.h. der hairpin wirgkedreht
ausgebildet.

Die T7-Gen 11-Inserts wurden mit dem Restriktionsenzym BamHjezabnitten und die DNA
isoliert. Danach wurden die Inserts in den ebenfalls BamHI geasamen Vektor pDS5-NcD
einkloniert.

24?26 5-hairpin  SDIT 24‘389
| -~ Bl e
24177 24389
. a3
24209 24389

=
~
6]

Abb. 111.9.2.1: Schematische Darstellung der vergdgdan T7-Gen 11 TIR-Langen. SD: Shine-Dalgarno-8egu
IT: Initiationstriplett des T7-Gens 11. Die Zahlagaben an den Enden beziehen sich auf die Positiomn7-
Genom, rechts ist die Fragmentlange angegebenefit diir loss of U6, d.h. Verlust der Funktion als
Transkriptionsterminator).
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111.9.3 Vergleich der in vitro Proteinsynthese der T7-Gen 11 Konstrukte im pDS5-ND- und
pDS5-NcD-Vektor

In vitro wurde die Proteinsynthese der T7-Gen 11 Konstrukte in den zwenréalkipDS5-NcD
und pDS5-ND miteinander verglichen. Bei den ND-Konstrukten befindbtdir TIR des T7-
Gens 11 vor dem ersten und einzigen Gen der mRNA. Der Bereiclewohairpin ist also kurz.
Im neuen Vektor NcD befindet sich die TIR vor dem zweiten GemdNA, d.h. der Bereich
vor dem hairpin ist grof3. Durch das Vorhandensein groRerer Sequenzabsgpsiteam des
hairpins kénnte dieser in seiner Funktion als ,Abschirmung“ der dahietggnden RBS noch
wichtiger sein. Die Mdglichkeit einer Einfaltung upstream gehesy Sequenzen ist nun groler.
Um diese Frage zu klaren wurden sowiohlitro als auchn vivo Tests durchgefuhrt.

Abbildung 111.9.3.1 zeigt einen Ausschnitt aus einem Rontgenfilm, deBdmeglen dein vitro
synthetisierten Fusionsproteine zeigt. Die Menge an hergestéilisiansprotein wurde mittels
Messung der eingebauten Radioaktivitat im Szintillationsz&f@stimmt. Die Ergebnisse dieses
Tests sind in Tabelle 111.9.3.1 und Abbildung 111.9.3.2 wiedergegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L L .*‘ . . - . o - E FUS|an-
x - . - - A y T e . protein
-

R

Abb. 111.9.3.1: Fluorografie, die die T7-TIR-/DHFRusionsproteine dén vitro Proteinsynthese der Konstrukte
des< T7-Gens 11 im pDS5-NcD und pDS5-ND-Vektorge Banden wurden zur Quantifizierung ausgeschnitten
und im Szintillationszéhler gezahlt. Die einzeltf@puren geben die Expression der Fusionsproteigerider
Konstrukte wieder: 1) p11-175 NcD, 2) p11-175 NIPpp31-213| NcD, 4) p11-213I ND, 5) p11-364| NcD,#@)1-
3641 ND, 7) p11-364d NcD, 8) p11-364d ND, 9) p1#4a6v NcD, 10) p11-364linv ND

Tab. 111.9.3.1: Relative Proteinsyntheseraten d&iGen 11 Konstrukte im pDS5-NcD- und pDS5-ND-Vekiorin
vitro Test. Dieser Test wurde zweifach durchgeflihrtadigegebenen Werte sind reprasentativ.Der hdchste
gemessene Wert (516 cpm) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl1l-175 NcD 66 13%
pll1l-175 ND 64 12%
pl1-213I NcD 85 16%
P11-213I ND 75 15%
pl1-3641 NcD 162 31%
P11-364l ND 516 100%
P11-364d NcD 127 25%
pl1-364d ND 398 7%
p11-364linv NcD 201 39%
P11-364linv ND 412 80%
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Abb. 111.9.3.2: Grafische Darstellung der relatiieroteinsyntheseraten der T7-Gen 11 KonstrukteD@®@5NcD-
und pDS5-ND-Vektor aus Tabelle 111.9.3.1 imvitro Test.

Bei den kurzen Inserts, p11-175 und p11-213, zeigt sich kaum ein UnterschiedExprkssion
zwischen den zwei verwendeten Vektoren. Bei den langeren Insert864 Nt Lange sind
jedoch diejenigen im neuen Vektor deutlich schwacher als die im ND-Vektor.

Die kurzen Inserts verfligen nicht tber den 5'-hairpin, aber auch p11kha64einen hairpin, so
dass sich aus dem Vorhandensein bzw. nicht Vorhandensein des hairpins efschikde
zwischen den kurzen und den langen Inserts nicht erklaren lassemrdes aber bereits von
Frau Dr. U.Sahillioglu gezeigt, dass eine Deletion des hairpinsldmi 364 Nt langen Insert
nicht zu einem Verschwinden, sondern nur zu einer leichten VerkirzungSieder TIR des
T7-Gens 11 fuhrt. Die verbliebene Upstreamsequenz scheint die RBS-wektor auch ohne
hairpin noch ganz gut abschirmen zu kénnen. Im neuen Vektor pNcD scheeit een 364er
Inserts zur Ausbildung stérender Strukturen zu kommen. Leider kdnnen compadbriste
Sekundarstrukturmodelle keine Antwort auf diese Frage bieten (Abb3IB)9Es soll hier aber
nochmals darauf hingewiesen werden, dass es sich bei diesen coengataneten Strukturen
nur um Annahrungen an die wirklich vorhandenen Strukturen handeln kann, da nur die
Sekundarstruktur berechnet wird und tbergeordnete Strukturen nicht bertigksverden, und
zudem noch der kinetische Effekt der mRNA-Faltung nicht einfliel3. ©@amputerprogramm
berechnet die Struktur fur die gesamte, eingegebene Sequenz, wéahdard Rrokaryoten die
MRNA-Faltung vor Beginn der Translation nicht abgeschlossen ista daanskription und
Translation gleichzeitig ablaufen.
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Abb. 111.9.3.3: Computerermittelte Sekundarstruktodelle der TIR von A) p11-3641 ND und B) p11-3&D. SD
und IT sind markiert, das 5-Ende ist eingekre3er 5’-hairpin vor der RBS ist deutlich zu erkenn@&eide
Faltungsmodelle sind im Bereich der RBS identisch.

Weiterhin fallt es auf, dass das Konstrukt p11-364linv NcD etwiakestist als p11-3641 NcD.

Im ND-Vektor ist es genau umgekehrt, das Konstrukt mit invéstie hairpin ist etwas

schlechter als das mit dem normalen hairpin.

Durch die Umsetzung der Inserts in den neuen Vektor, hinter dassgeteende, verkirzte cat-
Gen scheint der Abschirmeffekt ob mit oder ohne hairpin deutlich vertizg sein. Dies zeigt
auf, welchen Unterschied es macht, ob eine TIR am 5'-Ende einerAnsidt oder in deren

Mitte.

111.9.4 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 11 Konstrukte im pDS5-NcD-Vektor

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten Uber die VerlaggaéearsSD wurde auch fur
die T7-Gen 11 Konstrukte eirie vitro RNA-Synthese zur Untersuchung der Transkriptionsrate
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durchgefuhrt um sicherzustellen, dass die einklonierten TIR-Faigkeinen Einfluss auf die
Aktivitat des Promotors haben.
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Abb. 111.9.4.1: Darstellung deiin vitro RNA-Synthese der T7-Gen 11 Konstrukte im pDS5-NaEkior.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konseuktirden im gekoppelten vitro Proteinbiosynthesesystem
in Gegenwart von**C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untersucht. Die raklivzamarkierte mRNA wurde im
Szintillationszahler gemessen. Die erhaltenen cpent®\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Aus der Abbildung 111.9.4.1 ist zu sehen, dass alle Konstrukte ein&lkilivdhe Transkription
aufweisen. Eine Beeinflussung der Promotoraktivitat scheint nicht gegeben.zu se

111.9.5 Einklonierung zur RBS der T7-Gens 11 komplementarer Sequenze

Aus dem Vergleich der T7-Genl1-Konstrukte im ND-Vektor und im GiBtbr konnte man
keine Ruckschlisse auf eine besondere Wichtigkeit des hairpins icigtragrischer Position
ziehen. Um weiteren Aufschluss Uber die Rolle des 5‘-hairpins bsciirmung der dahinter
liegenden USR vor der Ausbildung von Sekundarstrukturen mit Upstreamsequenerhalten,
wurden daher in Konstrukte mit und ohne hairpin Sequenzen einkloniert, die kangiernu
Teilen der RBS sind (Anti-RBS). Diese Sequenzen bilden Basengearamur RBS aus, was
diese unzuganglicher fur die initierenden Ribosomen macht. Durch alge der exakt
komplementaren Bereiche kann man, gestitzt durch computerberechnete Sthkukidiéen
davon ausgehen, dass sich diese Basenpaarungen tatsachlich formen.

Meine Erwartung war, dass ein vorhandener hairpin in der Lage isRBewenigstens fur
kurze Zeit vor einer Paarung mit den komplementaren Sequenzen zzeschiitd die RBS so
offen zu halten, wahrend bei nicht vorhandenem hairpin die Translatersafort drastisch
sinkt.
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Anti-RBS wurden in die Konstrukte p11-364| NcD und p11-364d NcD einkloniert. @artden
die Konstrukte mit dem Restriktionsenzym Bpull02l verdaut. DiesegnEsehneidet das
364er Insert 17 Nukleotide vor dem hairpin. Die komplementaren Sequenzennwuite
uberhdngenden BpullO2l-Enden synthetisiert und in den getffneten Vektor ernkl&s
wurden Sequenzen verschiedener Lange verwendet. Zwei Sequenzerzwaieem grol3en
Teil der RBS komplementéar mit einer Lange von 30 bzw 17 Nukleotittemstrukte mit diesen
Sequenzen erhalten das Kuorzel ,30k* bzw ,17k“, wobei ,k“ fir komplemestéht. Des
Weiteren wurden zwei 10 Nt lange Anti-RBS kreiert, eine keanplementar zu einem Bereich
direkt vor der SD der RBS, die andere war komplementar zu einemeicB, der die SD
einschloss. Konstrukte mit diesen Anti-RBS erhalten das Kirzel kp®bw ,SDk". Mit
diesen beiden Anti-RBS kann untersucht werden, ob es einen Unters@cat wenn die SD
selbst oder nur die Region direkt davor in stabile Basenpaarungen eingebunden ist.

A) 30k

5' TGA TATCGTATGAGCGCATATAGITCCTCCTTTGC 3
3 ATAGCATACTCGCGTATATCAAGGAGGAAACGACT 5'

B) 17k

5' TGA CATATAGITCCTCCTTTGC 3
3 GTATATCAAGGAGGAAACGACT &'

C) SDk

5 TGA TTCCTCCTTTGC 3
3 AAGGAGGAAACGACT 5'

D) upSDk

5' TGA TCAGCTCTCAGC 3
3 AGTCGAGAGTCGACT 5'

Abb. 111.9.5.1: Komplementare Sequenzen zur RBS T&sGens 11. Komplementére Nukleotide sind in fett
dargestellt. A) 30 Nukleotide komplementar zur RB$;17 Nukleotide komplementar zur RBS; C) 10 Nokige
komplementar zur RBS, beinhaltet SD; D) 10 Nuk@®tkomplementéar zur RBS upstream der SD

111.9.6 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 11 Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-No-
Vektor

In diesem Versuch wurden die Konstrukte p11-3641 NcD und p11-364d NcD mit und ohne
eingesetzte Anti-RBS getestet. Dies geschah in der Erwartlasy die von pl1-364l NcD
abgeleiteten Konstrukte durch den vorhandenen hairpin zumindest kurzzeitigrvBindung

der Anti-RBS an die RBS geschitzt sind. Sie sollten dadurch eimeenBipression zeigen, als

die von p11-364d NcD abgeleiteten Konstrukte. iDigitro Versuche wurden durchgefuhrt wie

in I1.2. beschrieben. Das Ergebnis ist in den Abbildungen 111.9.6.1 und 111.9.6.i2 sowabelle
[11.9.6.1 wiedergegeben.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

_ Fusions-

a_“- —— '* — # — protein
—

Abb. 111.9.6.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine dén vitro Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens 11 im pDS5-NcD-Vektor mit Anti-RBS zeigtielBBanden wurden zur Quantifizierung ausgeschnitteh
im Szintillationszahler gezahlt. Die einzelnen Spurgeben die Expression der Fusionsproteine fokyend
Konstrukte wieder:. 1) p11-3641 NcD, 2) p11-364I1KSRcD, 3) p11-364| upSDk NcD, 4) p11-364l1 17k Nch),
p11-3641 30k NcD, 6) p11-364d NcD, 7) p11-364d SO, 8) p11-364d upSDk NcD, 9) p11-364d 17k NcD) 10
p11-364d 30k NcD

Tab. 111.9.6.1: Relative Proteinsyntheseraten d&Gen 11 Konstrukte im pDS5-NcD-Vektor mit Anti-RBS in
vitro Test. Dieser Test wurde vierfach durchgefiihrt,atigegebenen Werte sind reprasentativ. Der hochste
gemessene Wert (1914) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl11-3641 NcD 1914 100%
p11-3641 SDk NcD 843 44%
p11-364| upSDk NcD 305 16%
pl1-3641 17k NcD 317 17%
p11-364l 30k NcD 109 6%
pl1-364d NcD 1228 64%
pl11-364d SDk NcD 653 34%
pl11-364d upSDK NcD 937 49%
pl1-364d 17k NcD 303 16%
pl11-364d 30k NcD 100 5%
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S 70% | —
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Abb. 111.9.6.2: Grafische Darstellung der relatiieroteinsyntheseraten der T7-Gen 11 KonstrukteD@®@5NcD-
Vektor mit Anti-RBS aus Tabelle 111.9.6.1 im vitro Test.
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Das Einsetzen zur RBS komplementarer Sequenzen wirkt sich temgsgemal immer
nachteilig auf die Expressionsrate aus. Schon das Einklonieren det [EHhden Anti-RBS
bewirkt einen deutlichen Ruckgang der Expressionsrate. Eine Ausullaietep11-364d upSDk
NcD. Bei diesem Konstrukt betragt der Rickgang verglichepdit364d NcD nur 24%. In der
Serie mit hairpin sinkt die Expression durch Einsetzen der upSkRBS dagegen um 84%.
Das Konstrukt mit SDk-Anti-RBS ist hier deutlich starker. \feight man die
computerberechneten Faltungsmodelle (Abb. 111.9.6.3) ergibt sich nichts, egandinterschied
erklaren konnte.

Abgesehen von den beiden Konstrukten mit der upSDk.-Anti-RBS verhalten sich die
Konstruktreihen mit und ohne hairpin nach Einsetzen der Anti-RBS selchahburch die 17
Nt lange Anti-RBS sinkt die Expression schon sehr stark ab, b80ddt langen Anti-RBS fallt
sie beinahe unter die Nachweisgrenze

Abb. 111.9.6.3 Computerermittelte Sekundéarstruktadalle der TIR von A) p11-3641 upSDk NcD und B) p3g4d
upSDk NcD. SD und IT sind markiert, das 5’-Endecisigekreist. Bei A ist der 5'-hairpin, der der RB&ausgeht,
deutlich zu sehen. Beide RBS scheinen etwa gleighrglich fir die Ribosomen zu sein.
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111.9.7 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 11 Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-NcD
Vektor

Es wurderin vivo Experimente durchgefihrt, um die Expression der T7-Gen 11 NcD-Konstrukte
mit Anti-RBS in den lebenden Zellen zu untersuchen. In den Abbildung®@rvIL und [11.9.7.2
sowie Tabelle 111.9.7.1 ist das Ergebnis dieser Tests dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 111.9.7.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRuBionsproteine dan vivo Proteinsynthese der Konstrukte des
T7-Gens 11 im pDS5-NcD-Vektor mit Anti-RBS zeigte Banden wurden zur Quantifizierung ausgeschnittash

im Szintillationszéhler gezé&hlt. Seitlich angegeligndie Lange des verwendeten T7-Fragments. Diee&ien
Spuren geben die Expression der Fusionsproteigerider Konstrukte wieder: 1) p11-3641 NcD, 2) pBB#3SDk
NcD, 3) p11-364l upSDk NcD, 4) p11-364l 17k NcD,@)1-364l 30k NcD, 6) p11-364d NcD, 7) p11-364d SDk
NcD, 8) p11-364d upSDk NcD, 9) p11-364d 17k NcD), A01-364d 30k NcD

Tab. 111.9.7.1: Relative Proteinsyntheseraten den G1 Konstrukte im pDS5-NcD-Vektor mit Anti-RBS imvivo
Test. Dieser Test wurde dreifach durchgefiihrt,atigegebenen Werte sind reprasentativ. Der hiclestegsene
Wert (878) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl11-3641 NcD 878 100%
p11-364] SDk NcD 415 47%
p11-364| upSDk NcD 433 49%
pl1-3641 17k NcD 364 41%
p11-364l 30k NcD 328 37%
pl1-364d NcD 715 81%
pl11-364d SDk NcD 349 40%
p11-364d upSD NcD 779 89%
p11-364d 17k NcD 403 46%
pl11-364d 30k NcD 342 39%
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Abb. 111.9.7.2: Grafische Darstellung der relatii@roteinsyntheseraten der T7-Gen 11 KonstrukteD®5NcD-
Vektor mit Anti-RBS aus Tabelle 111.9.7.1 im vivo Test.

Im in vivo Experiment liegen alle Konstrukte mit einer Anti-RBS relafigich auf, nur p11-
364d upSD NcD bildet eine Ausnahme. Wie bereits beinvitro Versuch zeigt es eine
Uberraschend starke Expression. Es Ubertrifft sogar das Ausgangskonstrukt p1{36didN.

Im Gegensatz zu dan vitro Ergebnissen ist hier auch bei der Serie mit hairpin das Konstrukt
mit upSDk-Anti-RBS etwas stéarker, als dasjenige mit der ABisRomplementar zur SD. P11-
3641 NcD ist auchn vivo das expressionsstéarkste Konstrukt im Test. Allerdings ist OstaAd

zu pl11-364d NcD bzw. pl11-364d upSDk NcD nicht so gmofifro 36%,in vivo 19% bzw.
11%).

111.9.8 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 11 Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-Nc¢D-
Vektor

Alle T7-Gen 11 Konstrukte mit eingesetzten Anti-RBS wurden durchvitro RNA-
Syntheseexperimente auf ihre Transkriptionsrate hin untersucht.b@ests bei den zuvor
untersuchten Konstrukten liegen die Syntheseraten dicht beieinandeesumst keinerlei
Korrelation zwischen den Unterschieden in der Expression und der rgyNtheserate zu
erkennen (Abb. 111.9.8.1).
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Abb. 111.9.8.1: Darstellung dein vitro RNA-Synthese der T7-Gen 11 Konstrukte mit 364 Eibhde und Anti-RBS
im pDS5-NcD-Vektor. Unterschiedliche DNA-Mengen dsnzelnen Konstrukte wurden im gekoppeltenvitro
Proteinbiosynthesesystem in Gegenwart ¥@RUTP auf inre mRNA-Synthese untersucht. Die raktivanarkierte
MRNA wurde im Szintillationszahler gemessen. Digaienen cpm Werte sind gegen die eingesetzte DNAgd
aufgetragen.

111.9.9 Ersetzen der T7-Gen 11 RBS durch die RBS des T7-Gens 1,3

Da die Messwerte fur die T7-Gen 11 NcD-Konstrukte mit Anti-R8&veise sehr nahe an der
Nachweisgrenze waren wurde beschlossen, die RBS des T7-Gens 11 dwsehrditarke RBS
des T7-Gens 1,3 zu ersetzen. Zu diesem Zwecke wurden in die Kongttdk864| NcD und
pl1-364d NcD neue BamHI-Schnittstellen hinter dem hairpin bzw hintebeti@enz, die den
hairpin ersetzt, eingefugt. Dies geschah mittels PCR (Il.Z&)Jem wurde die upstream des
364er Inserts liegende BamHI-Schnittstelle zerstort. Midlelsneuen BamHI-Schnittstelle war
es dann sehr einfach moglich, ein TIR-Fragment des T7-Gens 1,3 einzusetzen.

Folgende PCR-Primer wurden fir die Konstruktion verwendet:

364l-Bam:
5 GGGTCTTGAGGGGAAGAGAGGGATCC GAGGAACTATATGCGCTCATACG 3
Dieser Primer enthalt die neue BamHI-Schnittstelle (f8ig.ersetzt die Sequenz ,TGAAAG*

im Originalinsert. Die Bereiche neben der neuen Schnittsiglte upstream homolog zu Teilen
des hairpins und downstream zu Teilen der RBS des T7-Gens 11.

- 86 -



Ergebnisse

364d-Bam:
5 GCAAGATCTGGGCCCAGAGGGATCCGAGGAACTATATGCGCTCATACG 3

Dieser Primer fiuhrt die neue BamHI-Schnittstelle in das Kokspl1-364d NcD ein, analog
wie bei dem oben beschriebenen Primer 364I-Bam.

Skip-Bam:
5 GGCTTAAGAATTCCCGAGTCCGGGCGCTGC 3

Dieser Primer hybridisiert an die Klonierungsstelle upstrets 364er Inserts. Die BamHI-
Schnittstelle wurde durch die Vertauschung zwei Nukleotide zerstort (fett)

364l-Fragment

EcoRI BamHI hairpin SD IT BamHI
EcoRlI hairpin BamHI IT BamHI
i _____auipall -

EcoRlI hairpin BamHI
i Gen 1,3 TIR-Fragment
EcoRlI hairpin BamHISD IT BamHI
i _____u miinl -
[

Abb. 111.9.9.1: Schematische, nicht ma3stabsgeecDlatrstellung des Austauschs der TIR des T7-Gemgdén dir
TIR des T7-Gens 1,3. In einem ersten Schritt wundeels PCR die upstream-BamHI-Schnittstelle zetsitd eine
neue downstream des hairpins eingefiigt. Nach VamakcoRIl und BamHI wurde das restliche Fragmardinen
entsprechend geschnittenen Vektor einkloniert uad @IR-Fragment des Gens 1,3 in die BamHI-Scheliktst
eingesetzt. EcoRI, BamHI: Restriktionsschnittstell8D: Shine-Dalgarno-Sequenz; IT: Initiationsteipl

Es wurden zwei PCR-Reaktionen durchgefihrt. Fur die eine Reaktion dasd€onstrukt p11-
3641 NcD als Template und die beiden Oligonukleotide 364I-Bam und Skip@srRrimer
verwendet. Analog wurden in einer zweiten Reaktion p11-364d NcDeatgplate sowie 364d-
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Bam und Skip-Bam als Primer eingesetzt. Die aus den beidektidtesm gewonnenen
Amplifikate enthielten nun hinter dem hairpin bzw dem deletierterpimagine neue BamHI-
Schnittstelle, wahrend die BamHI-Schnittstelle upstream des Ingsestérz wurde.

Die PCR-Produkte wurden auf ein 3% Agarosegel aufgetragen, dieE2kf8e ausgeschnitten
und die DNA daraus elektroeluiert. Die eluierte DNA wurde dartndem Enzymen EcoRI und
BamHI verdaut. Die EcoRI-Schnittstelle liegt im PCR-Primgkip-Bam, die BamHI-
Schnittstelle wurde neu kreiert. Auch der Verdau wurde auf eil@asosegel aufgetragen und
die DNA aus der Bande elektroeluiert. Die so gewonnenen DN@gnkgate konnten nun in
einen EcoRI/BamHI geschnittenen Vektor p11-364l NcD eingesetziewelrch den Verdau
wurde das komplette 364er Insert aus dem Vektor entfernt und wird nun dasclstark
verkilrzte Fragment ersetzt.

Die entstehenden Konstrukte wurden anhand der Anzahl der verbliebekizotile aus der
T7-Sequenz) mit p11-188l NcD (aus p11-364l NcD hervorgegangen) und pl11-159d NcD (aus
pll1l-364d NcD hervorgegangen) bezeichnet. Diese Konstrukte verflgten kidee
funktionierende RBS mehr. Aus dem T7-Gen 1,3 Konstrukt p1,3-217 ND, welcheBrvon
Michael Vollmer hergestellt wurde, wurde das 217er FragménBamHI ausgeschnitten. Die
beiden Konstrukte p11-188| NcD und p11-159d NcD wurden ebenfalls mit Baersthut und
das 217er Fragment in diese Konstrukte einkloniert. Das 217er aldgrAent des T7-Gens 1,3
sitzt nun also genau hinter dem hairpin bzw der Stelle des digetiairpins. Da die eigentliche
TIR aus dem Gen 1,3 stammt wurden diese Konstrukte als pl,3-21Th{thMdedeutet der
hairpin ist vorhanden) und p1,3-217h- NcD (h- bedeutet hairpin ist deletiert) bezeichnet.
Wie fur die T7-Gen 11 Konstrukte wurden auch fir die T7-Gen 1,3 KonstzuktBBS direkt
komplementare Sequenzen einkloniert. Auch hierzu wurde wieder die Bpt8ditdttstelle
verwendet. Die Anti-RBS hatten eine Lange von 12 und 20 Nukleotiden.nBiprechenden
Konstrukte erhalten die Kirzel 12SDk und 20SDk.

A) 12SDk

5' TGA TTATCTCCTATTGC 3
3 AATAGAGGATAACGACT 5°

B) 20SDk

5'TGA CATAATGITTATCTCCTATTGC 3
3 GIATTACAAATAGAGGATAACGACT 5°

Abb. 111.9.9.2: Komplementare Sequenzen zur RBS @&sGens 1,3 mit Uberhdngenden BpullO2l-Enden.
Komplementare Nukleotide sind in fett dargesteMy.12 Nukleotide komplementéar zur RBS; B) 20 Nukide
komplementér zur RBS

111.9.10 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS in
pDS5-NcD-Vektor

FiUr die neuen Konstrukte mit der kombinierten TIR aus der RBS desi¥d-G3 sowie der
Upstreamsequenz mit oder ohne 5'-hairpin des Gens 11 wurden ebenfatker wi
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Proteinsyntheseversucirevitro undin vivo durchgefiihrt. Die Ergebnisse dervitro Versuche
sind in den Abbildungen 111.9.10.1 und 111.9.10.2 sowie Tabelle 111.9.10.1 wiedergegeben.

1 2
’ Fusions-
' protein

3 4 5 6

Abb. 111.9.10.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRusionsproteine dein vitro Proteinsynthese der hairpin-
Konstrukte des T7-Gens 1,3 mit Anti-RBS im pDS5-N¢Bktor zeigt. Die Banden wurden zur Quantifiziegun
ausgeschnitten und im Szintillationszahler gez&ik. einzelnen Spuren geben die Expression deoRsgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p1,3-217h+ NcDp2)3-217h+ 12SDk NcD; 3) p1,3-217h+ 20SDk NcD; 4)3p
217h- NcD; 5) p1,3-217h- 12SDk NcD; 6) p1,3-2176SPk NcD

Tab. 111.9.10.1: Relative Proteinsyntheseraten @éfGen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im pDS&D-
Vektor imin vitro Test. Dieser Test wurde zehnfach durchgefihrtadigegebenen Werte sind reprasentativ. Der
hochste gemessene Wert wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl,3-217h+ NcD 2712 51%
pl,3-217h+ 12SDk NcD 675 27%
pl,3-217h+ 20SDk NcD 79 5%
pl,3-217h- NcD 4129 100%
pl,3-217h- 12SDk NcD 658 29%
pl,3-217h- 20SDk NcD 141 7%
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80% |

S 70% -

2 60% -

S 50% |

N 40%

5 30%

= 20% -
10%
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217h+  217h+  217h+ 217h-  217h-  217h-
NcD  12SDk 20SDk  NcD  12SDk  20SDk

NcD NcD NcD NcD
Konstrukt

Abb. 111.9.10.2: Grafische Darstellung der relativeroteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3-hairpin-Kahkst im
pDS5-NcD-Vektor aus Tabelle 111.9.10.1 mit Anti-RBS in vitro Test.
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Die Ergebnisse aus damvitro Tests der T7-Gen 1,3 Konstrukte mit und ohne hairpin des Gens
11 sind etwas Uuberraschend. Das Konstrukt ohne hairpin ist fast deppslark als das
Konstrukt mit hairpin. Computerberechnete Faltungsmodelle der TIRbeiden Konstrukte
zeigen keine Erklarung fir dieses Phanomen (Abb. 111.9.10.3).

. A

Abb. 111.9.10.3: Computerberechnete Sekundarstmaktelle der TIR der Konstrukte p1,3-217h+ NcD #)d
p1,3-217h- NcD (B). SD und IT sind markiert, dasEbide ist eingekreist.

Nach dem Einklonieren der Anti-RBS sind beide Konstruktreihen beiraloh.gDer Riickgang
zwischen p1,3-217h+ NcD und p1,3-217h+ 12SDk NcD betragt 48%, der Rickganbezwisc
pl,3-217h- NcD und p1,3-217h- 12SDk NcD 71%.

Was auch immer fir die starke Expression des Konstrukts p1,3-217h- Mabtwertlich ist
kann die Inhibition durch die Anti-RBS kaum abschwéachen. Computerermittelte
Sekundarstrukturfaltungen zeigen nichts, was die besonders starles$taprdes Konstrukts
ohne hairpin im Vergleich mit dem Konstrukt mit hairpin erklaren kénnte.
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111.9.11 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBSim
pDS5-NcD-Vektor

Die T7-Gen 1,3 NcD-Konstrukte mit Anti-RBS wurden audh vivo auf ihre
Fusionsproteinsyntheserate hin untersucht. Abbildung 111.9.11.1 zeigt dienBpsiteinbanden
auf einem Roéntgenfilm. Nach Messung der Radioaktivitat ergabbrds in Tabelle 111.9.11.1
und Abbildung 111.9.11.2 dargestellten Resultate.

1 2 3 4 5 6
5 e ~  Fusions-
’ < ' s protein

Abb. 111.9.11.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRudsionsproteine dein vivo Proteinsynthese der hairpin-
Konstrukte des T7-Gens 1,3 mit Anti-RBS im pDS5-N¢Bktor zeigt. Die Banden wurden zur Quantifiziegun
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoksgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p1,3-217h+ NcDp2)3-217h+ 12SDk NcD; 3) p1,3-217h+ 20SDk NcD; 4)3p
217h- NcD; 5) p1,3-217h- 12SDk NcD; 6) p1,3-2176SPk NcD

Tab. 111.9.11.1: Relative Proteinsyntheseraten@en 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-Nalzktor
im in vivo Test. Dieser Test wurde mehrfach durchgefiihrt,adigegebenen Werte sind reprasentativ.Der hochste
gemessene Wert (6036) wurde gleich 100% gesetzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
pl,3-217h+ NcD 8335 68%
P1,3-217h+ 12SDk NcD 917 7%
P1,3-217h+ 20SDk NcD 0 0%
pl,3-217h- NcD 12336 100%
P1,3-217h- 12SDk NcD 417 3%
P1,3-217h- 20SDk NcD 0 0%

Wie bereits imin vitro Versuch ist aucln vivo das Konstrukt ohne hairpin expressionsstarker
als das Konstrukt mit hairpin. Der Unterschied zwischen den beidahdasticht mehr ganz so
grof3. Durch das Einklonieren von Anti-RBS sinkt die Expressionsraterdéafestruktreihen
dramatisch. Bei einer 20 Nt langen Anti-RBS konnte keine ExpresssRuigonsproteins mehr
festgestellt werden. Im Gegensatz zumvitro Test zeigtin vivo das Konstrukt p1,3-217h+
12SDk NcD eine etwas hohere Expression als sein Gegenstick ohne auipchen pl,3-
217h+ NcD und p1,3-217h+ 12SDk NcD ergibt sich ein Rickgang der Expression urbed9%
der Konstruktreihe ohne hairpin betragt der Riickgang 97%.
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Abb. 111.9.11.2: Grafische Darstellung der relatiéroteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3-hairpin-Kakst mit
Anti-RBS im pDS5-NcD-Vektor aus Tabelle 111.9.17rt in vivo Test.

111.9.12 In vitro RNA-Synthese-Kinetik der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte im pDS5NcD-
Vektor

Fur die T7-Gen 1,3 NcD-Konstrukte wurde keine einfacheitro RNA-Synthese durchgefiuhrt
wie fUr die anderen bislang besprochenen Konstrukte sondern exenmpéansdNA-Synthese-
Kinetik. Dieser Versuch dient dazu festzustellen, ob die Stabdier synthetisierten mRNA
durch die einklonierten Fragmente verandert wird. Hierflir werdent2esier verschiedenen
Konstrukte mit gleichen DNA-Mengen fir unterschiedlich langetpéeioden inkubiert.

Gewahlt wurden die Zeitpunkte 10 min, 20 min und 30 min. Zur Uberprifungtebilitat der

MRNA gab es einen weiteren Ansatz, dem nach 10 min ca 1mMol Agtomoraugegeben

wurde. Actinomycin blockiert die weitere mMRNA-Synthese. Nach degaBe des Actinomycins
wurde dieser Ansatz weitere 10 min inkubiert. Nach Ablauf der sohiedlichen

Inkubationszeiten wurden alle Ansatze gefallt und weiterveratbeiie es bereits flr die
einfache mRNA-Synthese beschrieben wurde.
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Abb. 111.9.12.1: Darstellung der mRNA-Synthese-Kikeder T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte im pDS5-NcD-
Vektor. Gleiche DNA-Mengen der unterschiedlichennkimukte wurden eingesetzt und unterschiedlich dang
inkubiert. Die Minutenangabe bezeichnet die Dausr @esamtinkubation. Beim dritten Block (20 min €.A
wurde nach 10 min Inkubation 1 mMol Actinomycin eggben um die weitere mRNA-Synthese zu stoppen, und
dann fiir weitere 10 min inkubiert.Die synthetisiernRNA wurde durch den Einbau vofC-UTP radioaktiv
markiert. Im Szintillationszéhler wurde die Mengeeingebauter Radioaktivitdt gemessen.

Die mRNA-Synthese-Kinetik zeigt, dass alle eingesetzten tidete nach 10 oder 20 min
Inkubationsdauer etwa die gleiche Menge an mRNA synthetisiétan (11.9.12.1). Das heif3t,
das einklonierte Konstrukt hat keinen Einfluss auf die TranskriptitnsrBei einer
Inkubationsdauer von 30 min, was langer ist als die Inkubationszeiteumseitro Protein- und
MRNA-Synthesen, vergréf3ern sich die Unterschiede etwas.

Gibt man nach 10 min Inkubation Actinomycin hingo, sieht man, dass nach weiteren 10 min Inkubatdmllen
Konstrukten nur wenig und etwa die selbe Menge BRiNA abgebaut wurde. Das heil3t, die Stabilitéat dBINA ist
bei allen Konstrukten gleich. Eine solche Untersungh der Stabilitdt wurde nur exemplarisch fir diese
Konstruktreihen durchgefiihrt. Da allerdings auch fbigheren Test niemals ein Einfluss von einklotaar TIR-
Fragmenten auf die Stabilitat der mRNA festzustellear kann man annehmen, dass dies nicht nur @ihigir
untersuchten Konstrukte sondern fir alle in di€&wktorarbeit verwendeten gilt.

111.9.13 Umsetzung der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte in den Vektor pDS-ND

Alle T7-Gen 1,3-hairpin NcD-Konstrukte wurden in den Expressionsvektor 5NI5
umgesetzt. Es sollte untersucht werden, ob sich das Expressionsvedsal Konstrukte andert,
wenn die TIR am Anfang der mRNA steht, also kein anderes Gen mehr davor liegt.

Die Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Bansgjeschnitten und in
den ebenfalls EcoRI/BamHI geschnittenen Vektor pDS5-ND einkloniert.
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111.9.14 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im
Vektor pDS5-ND

Es wurde einein vitro Proteinbiosynthese durchgefuhrt mit den T7-Gen 1,3-hairpin ND-
Konstrukten jeweils als Template-DNA. Die Ergebnisse einehapnl&xperiments sind in den
Abbildungen 111.9.14.1 und 111.9.14.2 sowie Tabelle 111.9.14.1 wiedergegeben.

_ Fusion-
protein

Abb. 111.9.14.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRusionsproteine dein vitro Proteinsynthese der hairpin-
Konstrukte des T7-Gens 1,3 mit Anti-RBS im pDS5-NBktor zeigt. Die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoRsgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p1,3-217h+ ND; 4)3217h+ 12SDk ND; 3) p1,3-217h+ 20SDk ND; 4) p1,3
217h- ND; 5) p1,3-217h- 12SDk ND; 6) p1,3-217h- RAND

Tab. 111.9.14.1: Relative Proteinsyntheseraten @en 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-NZektor
im in vitro Test. Dieser Test wurde funffach durchgefihrt, atigegebenen Werte sind reprasentativ. Der hochste
gemessene (14464 cpm) Wert wurde gleich 100% desetz

Konstrukt cpm rel. Expression
pl,3-217h+ ND 8896 55%
p1,3-217h+ 12SDk ND 2847 18%
pl,3-217 20SDk ND 534 3%
p1,3-217h- ND 16191 100%
pl,3-217h- 12SDk ND 2669 16%
p1,3-217h- 20SDk ND 623 4%

Das Ergebnis fur dim vitro Proteinsynthese im ND-Vektor gleicht den Resultaten fur dé» Nc
Vektor. Auch hier ist das Konstrukt ohne hairpin etwa doppelt so starldas Konstrukt mit
hairpin. Bei der eingesetzten Anti-RBS von 12 Nt L&nge ergibh ein etwas starkerer
Ruckgang der Expression als im NcD-Vektor. Bei einer Anti-RBS 20 Nt Lange liegt die
Expression wieder knapp tUber der Nachweisgrenze.
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Abb. 111.9.14.2: Grafische Darstellung der relatiéroteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3-hairpin-Kakst mit
Anti-RBS im pDS5-ND-Vektor aus Tabelle 111.9.14 in vitro Test.

111.9.15 In vivo Proteinsynthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBSim
pDS5-ND-Vektor

Neben den bereits dargestellienvitro Tests wurden die T7-Gen 1,3 ND-Konstrukte ebenfalls
in vivo auf ihre Expressionsraten hin untersucht. Abbildung 111.9.15.1 zeigt i dabildeten
Fusionsproteine, sichtbar gemacht mittels Fluorografie auf einem RontgelN&ch Ansicht der
Banden auf dem Film wurden diese aus den Gelen ausgeschnitten uRdddbeaktivitat im
Szintillationszahler gemessen. Es ergaben sich die in Tab&l&5.1 und Abbildung 111.9.15.2
dargestellten Werte.

1 2 3 4 5 6
a8 = & ~  Fusions-
’ : ' - protein

Abb. 111.9.15.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRusionsproteine dein vivo Proteinsynthese der hairpin-
Konstrukte des T7-Gens 1,3 mit Anti-RBS im pDS5-NBktor zeigt. Die Banden wurden zur Quantifizierung
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoRsgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p1,3-217h+ ND; 4)3217h+ 12SDk ND; 3) p1,3-217h+ 20SDk ND; 4) p1,3
217h- ND; 5) p1,3-217h- 12SDk ND; 6) p1,3-217h- RBIND
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Tab. 111.9.15.1: Relative Proteinsyntheseraten @en 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im pDS5-NEektor
im in vivo Test. Dieser Test wurde zweifach durchgefiihrt,atigegebenen Werte sind reprasentativ. Der hdochste
gemessene Wert (5960 cpm) wurde gleich 100% gesetzt

Konstrukt cpm rel. Expression
pl,3-217h+ ND 4483 63%
pl,3-217h+ 12SDk ND 403 6%
pl,3-217h+ 20SDk ND 134 2%
pl,3-217h- ND 7173 100%
pl,3-217h- 12SDk ND 0 0%
pl,3-217h- 20SDk ND 0 0%

100%
90%
c 80%
S 70% -
— 0
R 40% -
. 30% -
& 20%
10%
0% . JR—
pl,3- pl,3- pl,3- p1,3- p1,3- p1,3-
217h+ 217h+ 217h+ 217h- 217h- 217h-
ND 12SDk 20SDk ND 12SDk 20SDk
ND ND ND ND
Konstrukt

Abb. 111.9.15.2: Grafische Darstellung der relatReoteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3-hairpin-Kokggr mit
Anti-RBS im pDS5-ND-Vektor aus Tabelle 111.9.15m in vivo Test.

Im in vivo Test der ND-Konstrukte verhalten sich die beiden Konstrukte ohne &Sj-Bl,3-

217h+ ND und p1,3-217h- ND, sehr ahnlich wie imvivo Test der NcD-Konstrukte. Beli
eingesetzten Anti-RBS fallt allerdings auf, dass nur die Koktr mit hairpin eine
nachweisbare, wenngleich sehr niedrige Expression aufweisen. Hormb&rukte ohne hairpin
konnte in keinem Test eine Expression bei vorhandenen Anti-RBS festgestellt werden.

Im Gegensatz zu den NcD-Konstrukten konnte bei den ND-Konstrukten augh,Be217h+

20SDk eine Expression des Fusionsproteins nachgewiesen werden.
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111.10.16 In vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im
pDS5-ND-Vektor

Fur die T7-Gen 1,3 ND-Konstrukte mit Anti-RBS wurde eime vitro mRNA-Synthese
durchgefuhrt zur Bestimmung der Transkriptionsrate. Abbildung 111.9.1®t1die Ergebnisse
wieder.

1400
1200 ~

—e—p1,3-217h+ ND
1000 - //'( P

/ —=pl1,3-217h+ 12SDk ND
800 A —a—p1,3-217h+ 20SD ND
600 /// p1,3-217h- ND
/ —%—p1,3-217h- 12SDk ND
—e—p1,3-217h- 20SDk ND

cpm

400 +

200
0 / | |

0 0,1 0,2 0,3
DNA [ug]

Abb. 111.9.16.1: Darstellung dein vitro RNA-Synthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte gqS5-ND-Vektor.
Unterschiedliche DNA-Mengen der einzelnen Konseuktirden im gekoppelten vitro Proteinbiosynthesesystem
in Gegenwart von*C-UTP auf ihre mRNA-Synthese untersucht. Die raklivamarkierte mRNA wurde im
Szintillationsz&hler gemessen. Die erhaltenen cpent&\sind gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetrag

Alle Konstrukte stellen ungefahr die gleiche Menge an mRNA her. Dahemgn die
einklonierten TIR-Fragmente keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat zinhBlaeauch

111.9.17 Substitution des Promotors fiir die E.coli-RNA-Polymerase duch einen Promotor
fur die T7-RNA-Polymerase

Fiur einige Konstrukte wurde der N250304-Promotor fur die E.coli-RNA¥Reogse durch
einen Promotor fur die T7-RNA-Polymerase ersetzt. Der almétor wurde mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Mfel ausgeschnitten. Das ausgeschniitagment ist 58 Nt
lang und enthalt den kompletten Promotor.

Ein Oligonukleotid mit passenden Enden und der T7-Promotorsequenz wurddisygnthend

einkloniert. Der so entstandene Expressionsvektor wurde pDS5-TcD genannt,
entsprechenden Konstrukte erhalten das Kurzel TcD.
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5 TCGAG AAATTAATACGACTCACTATAGEAGAC &
3 C TTTAATTATCCTGAGTGATATCCCTCTGTTAA 5

Abb. 111.9.17.1: Oligonukleotid mit der Sequenz dé&Promotors (fett)

Der Grund fur den Tausch des Promotors war die Idee, dass die T/RBMAerase wesentlich
schneller synthetisiert und damit den mit der Translation beginneRdmsomen davoneilt.
Dadurch sollte die mMRNA mehr Zeit fur die Ausbildung von Sekundarstruktumben, bevor
sie von den stetig translatierenden Ribosomen geglattet wird. Eieeschiedliche Ausbildung
von Sekundarstrukturen kénnte sich wiederum deutlich auf die Translationseffizienkens

111.9.18 In vitro Proteinsynthese der T7-Gen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS in
pDS5-TcD-Vektor

Mit den T7-Gen 1,3 TcD-Konstrukten wurde analog zu den bislang besproddenstiukten
einein vitro Proteinbiosynthese durchgefihrt. Zusatzlich wurde zu jedem Ahgaltziner T7-
RNA-Polymerase-Lésung von U/ml hinzugegeben. Die Ergebnisse sindnirAldgldungen
[11.9.18.1 und 111.9.18.2 sowie in Tabelle 111.9.18.1 dargestellt.

1 2 3 4
__ Fusions-
' s . . protein
o ]

Abb. 111.9.18.1: Fluorografie, die die T7-TIR/DHFRudsionsproteine dein vitro Proteinsynthese der hairpin-
Konstrukte des T7-Gens 1,3 mit Anti-RBS im pDS5-T¢Bktor zeigt. Die Banden wurden zur Quantifiziegun
ausgeschnitten und im Szintillationszéhler gezdbik. einzelnen Spuren geben die Expression deoksgioteine
folgender Konstrukte wieder: 1) p1,3-217h+ TcD;pd)3-217h+ 12SDk TcD; 3) p1,3-217h- TcD; 4) p1,3421
12SDk TcD

Tab. 111.9.18.1: Relative Proteinsyntheseraten @@érGen 1,3-hairpin-Konstrukte mit Anti-RBS im pDS%D-
Vektor imin vitro Test. Dieser Test wurde dreifach durchgefiihrt,atigegebenen Werte sind repréasentativ. Der
hochste gemessene Wert (497 cpm) wurde gleich If¥itzt.

Konstrukt cpm rel. Expression
p1,3-217h+ TcD 308 62%
pl,3-217h+ 12SDK TcD 139 28%
pl,3-217h- TcD 497 100%
p1,3-217h- 12SDk TcD 174 35%
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Abb. 111.9.18.2: Grafische Darstellung der relatieoteinsyntheseraten der T7-Gen 1,3-hairpin-Koktgr mit
Anti-RBS im pDS5-TcD-Vektor aus Tabelle 111.9.18rt in vitro Test.

Wie schon bei den Vektoren pDS5-NcD und pDS5-ND ist das Konstrukt fattesteem hairpin
expressionsstarker als das Konstrukt mit hairpin. Der Unters@dtietivas geringer als bei den
in vitro Versuchen in den anderen Vektoren und liegt im Bereichidgivo Ergebnisse der
anderen beiden Vektoren. Das Einklonieren der 12 Nt langen AntifiRBSBnt wie erwartet die
Translationsinitiation, und zwar in etwa gleichem Ausmaf wiedeeai anderen Vektoren mit
E.coli-RNA-Polymerase-Promotor.
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IV Diskussion

Die Translation ist ein sehr komplizierter und energieaufwendigezess. lhre Regulation ist
von grof3er Bedeutung. Eine Vielfalt unterschiedlicher Signalelersgielt hierbei eine Rolle
(Fuchs, 1999). Wahrend bei der Transkription die wesentlichen Elemekaanbeund gut
erforscht sind, ist dies bei der Translation nicht so einfach. #ardehung bei der Regulation
der Translation beteiligter Signalelemente bieten sichl cheslations-initiationsregionen (TIR)
von lytischen Phagen an. Diese Phagen verfugen Uber sehr effiziente TIR ndeliseester Zeit
maoglichst viele neue Phagenpartikel produzieren und dabei keine Ricksictiteain der
Wirtszelle herrschenden Gleichgewichte nehmen mussen. Es kamnndiner effizienten
Komplexbildung zwischen mRNA und Ribosom, um die Ribosomen von den Wdesig
(TIR von E.coli) abzuziehen. Fur die vorliegende Arbeit wurden TIR aus verschiedemsm Ge
des Phagen T7 untersucht.

Verlangerung der Shine-Dalgarno-Sequenz

Eine haufige Annahme, gerade auch in Lehrblchern, ist es, dassidngiriplett (IT) und
Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) im richtigen Abstand zueinander bearlooken ausreichend
sind fur eine effiziente Translationsinitiation (siehe z.B. R. KnigpgMolekulare Genetik®, 8.
Auflage, Kapitel 4, Thieme Verlag; T.A. Brown: ,Moderne GenetiKapitel 9, 2. deutsche
Auflage, Spektrum Verlag). Es ist zudem eine verbreitete Angi@ass je langer die SD, desto
effizienter auch die Translationsinitiation (Jackson, 2000). Dass baidbs zutrifft, zeigen
folgende Befunde:

1. im Genom des Bakteriophagen T7 gibt es keine Korrelation zwisch&rdlée der SD,
dem Spacing und der Effizienz des Signals;

2. die Existenz von Pseudo-RBS, die die Sequenz einer RBS besitech jnicht aktiv
sind;

3. die groRe Anzahl an Genen, die keine SD besitzen und dennoch aktiv sind;

4. die Unmoglichkeit portable TIRs nur mit IT und SD herzustellen;

5. die Existenz von Sequenzen im Bereich der TIR, die nachweistiEh
Translationsinitiation stimulieren (z.B. Downstream Box);

6. weit entfernte Downstreamsequenzen im Genom von RNA-Phagen, die fiktivitat
notwendig sind;

7. die Wichtigkeit von mRNA-Sekundarstrukturen wie USR und 5’-hairpin.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, b @D im optimalen
spacing zum IT bei den TIR stark exprimierender T7-Gene iabsréir eine optimale
Translationsrate.

Fur meine Untersuchungen habe ich die TIR der T7-Gene 0,3; 1 und 1,3 vdrwdieddrei
Gene zeigen eine sehr hohe Expression im Wildtyp, haben jedoch nur Ruvbe 8 bzw. 5 Nt.
TIR-Fragmente dieser Gene, die nur Uber kurze Downstreambeveidtigen, zeigen eine stark
verminderte Expression, insbesondere die TIR der Gene 0,3 und 1 (Fatsahe 1988). Das
TIR-Fragment des Gens 1,3 zeigt eine um ein bis zwei GroRengemuhdhere
Translationsrate als die Fragmente der anderen beiden Ggheblg auch noch deutlich unter
der Expressionsrate des Wildtyps.

Durch kiinstliche Verlangerung der SD der drei Gene solltesutietr werden, ob eine optimale
SD den Einfluss downstream gelegener Sequenzen auf die Transféammsekompensieren
kann. Dasaligned spacing(Chen et al., 1994) wurde hierbei nicht verandert. Fir das Gen 1
wurde die im WT 4 Nt lange SD auf 7 und 12 Nt verlangert, fir @as 1,3 wurde die
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urspriinglich 5 Nt groRe SD auf 7, 9 und 11 Nt verlangert und die WT-SD Monlds Gens 0,3
wurde auf 7, 9 und 12 Nt vergrol3ert. Die hergestellten Konstrukte wurdewsoverschiedene
Reportergene, das dhfr-Gen und das cat-Gen, kloniert, und sowdiro als auchin vivo auf
ihre Translationseffizienz hin untersucht. Mittels eimeritro mMRNA-Synthese wurde gezeigt,
dass die eingefuigten mutationellen Anderungen keinen Einfluss alifatiskriptionsaktivitat
hatten. Mogliche Auswirkungen der eingefligten Sequenzen auf diditStater mRNA oder
des Fusionsproteins oder eventuell stattfindende Prozessierungsvorgindga wn Rahmen
dieser Arbeit nicht untersucht. In friheren Experimenten mit TERyfRenten der verwendeten
Gene waren solche Auswirkungen aber, abgesehen von der Bildung von Bruckprditein
langen T7-Inserts, niemals beobachtet worden (Geisen et al., 1987; Vollmer, 1993).

Fur die TIR der T7-Gene 1 und 0,3 gleichen sichimieitro undin vivo erhaltenen Ergebnisse.
Die Abbildungen 1V.1 und IV.2 geben einen Uberblick tber die relativeneBgjwnsraten aller
Konstrukte. Bei denin vitro Tests kam es durch eine Verlangerung der SD bis auf eine
Ausnahme (die Verlangerung der SD des Gens 0,3 von 7 auf 9 N&rimneiner Steigerung
der Expression des Fusionsproteins aus T7-TIR und Reporterprotein. Es lié38teigjerungen
von bis zu einer GréRenordung im Vergleich der kiirzesten SD midgsten SD erzielen. Die
Steigerung der Expression eines Gens durch Verlangerung derugi2 wchon 1992 von
Ringquist et al. beschrieben.

Die kirzesten der von mir getesteten Fragmente der TIR defl th€ene, mit dem kleinsten
Downstreambereich, profitierten am starksten von der Erwegeden SD. Das 29 Nt lange
TIR-Fragment des Gens 1 mit der WT-SD von 4 Nt zeigt eixgrdssion nur knapp Uber
Background-Niveau. Verlangert man die SD steigt die Expressiofwtgsnsproteins deutlich
an (um das 26-fache bei der Verlangerung auf 7 Nt, noch einmal sr2,8dache bei der
weiteren Verlangerung von 7 auf 12 Nt). Beim 28 bp langenFriRpment des Gens 0,3 liegt
die Expression des kleinsten Fragments mit der WT-SD ebentalls knapp Uber der
Signifikanzgrenze. Eine Verlangerung der SD fuhrt zu einem deutlichereg\nsidoch ist

Tab. IV.1: Auflistung aller relativen Expressiontma der TIR-Konstrukte der Gene 1; 1,3 und 0,3 DEp-ND-
Vektor. Angegeben sind sowohl dievitro als auch dién vivo ermittelten Werte. Der jeweils hdchste gemessene
Wert der Konstruktreihe eines Gens wurde gleichod @@setzt (leicht grau hinterlegt). Fur das GenwlyBde die

SD einmal upstream (U) und einmal downstream (D) ¥auf 7 Nt verlangert.

Relative Expressionsraten der Konstrukte im pDS5-ND-Vektor
Testbedingung | In vitro | In vivo
Gen1l
Lange Insert/SD| 4 Nt | 7 Nt | 12 Nt 4Nt | 7Nt [12 Nt
29 Nt 0% 8% | 19% 1% 4% 7%
43 Nt 18% | 27% | 74% 39% | 48% | 45%
63 Nt 36% [53% | 79% 62% | 97% | 70%
192 Nt 17% | 36% | 100% 69% | 100% | 70%
Gen1.3
Lange Insert/SD| 5Nt [7NtU] 7NtD | 9Nt |11 Nt] 5Nt | 7NtU [7NtD] 9 Nt |11 Nt
31 Nt 17% [ 12% | 23% | 22% | 5% ] 62% | 46% | 69% | 49% | 45%
49 Nt 91% | 89% | 56% | 68% | 48% ] 98% | 100% | 93% | 63% | 74%
175 Nt 100% | 87% | 66% | 55% |36% ]| 83% | 52% | 60% | 52% | 47%
Gen 0,3
Lange Insert/SD| 4Nt | 7Nt | 9Nt | 12 Nt ANt | 7Nt | 9Nt |12 Nt
28 Nt 0% 2% 2% 5% 0% 2% 2% | 3%
40 Nt 3% | 13% | 15% | 60% 25% | 34% | 33% | 24%
56 Nt 15% | 44% | 37% | 100% 72% | 100% | 58% | 42%
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dieser nicht so hoch wie bei dem kleinsten Fragment des Gens 1 (m&nulRaktor 2 bei einer
SD von 7 oder 9 Nt, noch einmal um den Faktor 2,5 bei einer weiteremy@mlégng auf 12 Nt).
Beim Gen 1,3 hingegen waren lange SD von Nachteil. Bei zwei dgrvérwendeten
InsertgroRen (49 und 175 Nt. Lange) ist hier sogar die Wildtyp-SD vdit bange am
effizientesten. Wie bereits oben angesprochen, ist die T8Réeas 1,3 als kleines Fragment um
ein Vielfaches starker als die Fragmente der anderen berlem Gurch eine Verlangerung der
SD wird sie mdglicherweise so stark, dass die Ribosomen ziwifestn und dadurch das
Clearing der Translationsstartstelle und der Ubergang in die Eiongphase erschwert wird.
Ein @hnliches Phanomen wurde fir den Vorgang der Transkription besohfigbeger et al.,
1994). Zu enge Kontakte der E.coli RNA-Polymerase mit den Konsemsost®rsequenzen
fuhren zu einem Steckenbleiben der Polymerase und damit verbundenrzMezlargsamung
der Transkription.

Die in vivo Ergebnisse sehen etwas anders aus. Hier erweist sich awd#gnb®enen 1 und 0,3
eine lange SD fiur die meisten getesteten Konstrukte als rhaftteNur bei den kleinsten
Konstrukten, die nur schwach exprimieren, steigt die Expressioraratefur die langsten SD
an. Dass eine lange SDvivovon Nachteil ist, fanden auch Komarova et al. (2001). Sie testeten
drei verschiedene SD-Langen: 6, 8 und 10 Nt. Die hochste Expression lduzs
Reporterproteins erhielten sie mit der 6 Nt langen SD. In reait€xperimenten fanden sie
heraus, dass diesem inhibitorische Effekt der langen SD, degbsi®alls auf ein gestortes
Clearing der Startstelle zurlickfuhren, durch das ribosomale P®ieantgegen gewirkt wird
(Komarova 2002). Durch Einfigung einer A/U-reichen S1-Bindestekéregmm der SD konnte
die Translationsrate von langen SD signifikant erhoht werden, wadmeiKonstrukt mit der
langsten von ihnen getesteten SD-Lange von 10 Nt. immer noch deutligcber war als die
Konstrukte mit den kurzeren SD. Warum unterscheiden sich aber nung#ibnisse fur die
langen SD der TIR der T7-Gemevitro undin viva?

Tab. IV.2: Auflistung aller relativen Expressiongma der TIR-Konstrukte der Gene 1; 1,3 und 0,3 D$H-NC-
Vektor. Angegeben sind sowohl dievitro als auch dién vivo ermittelten Werte. Der jeweils hdchste gemessene
Wert der Konstruktreihe eines Gens wurde gleichod @@setzt (leicht grau hinterlegt). Fur das Genwlygde die

SD einmal upstream (U) und einmal downstream (D) ¥auf 7 Nt verlangert.

Relative Expression der Konstrukte im pDS5-NC-Vektor
Testbedingung | In vitro | In vivo
Gen 1l
Lange Insert/SD| 4 Nt | 7 Nt | 12 Nt 4Nt | 7Nt |12 Nt
29 Nt 1% 8% | 34% 1% 5% 6%
43 Nt 6% | 53% | 100% 16% | 33% | 31%
63 Nt 13% | 48% | 64% 53% | 100% | 43%
192 Nt 13% | 50% | 93% 55% | 92% | 43%
Gen 1,3
Lange Insert/SD| 5Nt [7NtU 7NtD| 9Nt |11 Nt| 5Nt |7NtU [7NtD| 9Nt |11 Nt
31 Nt 18% | 28% | 59% | 52% |21% | 30% | 12% | 40% | 16% | 18%
49 Nt 80% [81% | 88% | 100% | 49% | 94% | 75% |100% | 68% | 63%
175 Nt 96% | 92% | 64% | 35% |44% | 89% | 61% | 98% | 93% | 85%
Gen 0,3
Lange Insert/SD| 4Nt | 7Nt | 9Nt | 12 Nt ANt | 7Nt | 9Nt |12 Nt
28 Nt 9% 6%
40 Nt 3% [35% | 20% | 100% 8% | 39% |32% | 22%
56 Nt 62% 100%
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Grund hierfur konnten Channeling-Effekte sein, wie sie von Negrutskii und Deutscher (1991) bei
Eukaryonten vorgeschlagen wurden. Beim Channeling werden met&keolisgschenprodukte
direkt von einem Enzym zum nachsten weitergerelnhtitro missen

sich alle an der Translation beteiligten Molekile durch zufalbggusion treffen. In der
lebenden Zelle jedoch gibt es Mechanismen, die fir eine gezidiedefung von synthetisierten
Aminoacyl-tRNAs von der Aminoacyl-tRNA-Synthetase zum Elongatakier und weiter zum
translatierenden Ribosomen sorgen. Der reibungslose Ablauf einesrs@bhannelings konnte
durch das zu feste Anhaften der Ribosomen an die RBS gestort werdereiterer Punkt ware

die Ribosomenkonzentration, welcimevivo deutlich héher ist als vitro. Die lange SD kdnnte
dasin vivoraschere Initiieren der Ribosomen storen.

Fur die TIR des Gens 1 offenbaren Sekundarstrukturberechnungen eteee wabgliche
Erklarung daftr, warum die kleinsten Fragmenteivo ihre maximale Expression bei einer SD
von 12 Nt zeigen, wahrend bei den langeren Konstrukten ein Expressionsigidkgjader
Verlangerung der SD von 7 auf 12 Nt zu beobachten ist. Betraclaet im Computer
berechnete Sekundarstrukturen, so féllt auf, dass bei den Konstruktetemidngsten SD
jeweils die meisten Nukleotide der SD in Basenpaarungenhkrinden sind, ndmlich 10 Nt bei
pl-43-SD12 ND und je 8 Nt bei p1-63-SD12 ND und p1-192-SD12 ND. Beim Konstrukt p1-29-
SD12 ND sind jedoch nur 4 Nt der SD gepaart. D&/Nukleotid-Wert von —0,1 kcal/mol fur
den hairpin des Konstrukts p1-43-SD12 ND (Abb. 1V.1) lasst allerdinge keesonders stabile
Struktur erwarten.
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Abb. IV.1: Computerermittelte mMRNA-Sekundarstrukion p1-43-SD12 ND, 46 Basen gefaltsG/Nukleotid =
-0,1 kcal/Mol, SD und IT eingerahmt, 5’-Ende duf@bppelkreis markiert

Unter den 9 Basenpaarungen befinden sich nur 3 G-C Paare. Zudem sgtrdevon einem
sieben Nukleotide langen bulge loop unterbrochen. Auf Grund ihrer gerirtgbiiit® mag
diese Sekundarstruktur keine grof3e Bedeutung haben, aber es ist doch aulalkie Oai allen
langeren Konstrukten, die vivo etwas gehemmt sind, auftaucht, nicht jedoch beim Konstrukt
p1l-29-SD12 ND. Moglicherweise wird diese Strukiuirvivo durch einen zuséatzlichen Faktor
stabilisiert, dein vitro nicht wirksam ist.

Bei keiner der drei TIRs konnten die Verlangerungen der SD tadulgerenden Einflliisse
downstream gelegener Sequenzen vollstandig ausgleichen. Gerad&iurdiesten der
untersuchten TIR-Fragmente waren fir alle Gene relativ ssthivader Expression, auch bei
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einer auf 11 bzw. 12 Nt erweiterten SD. Diesen Konstrukten fehéilgwie ganze (Gen 0,3)
bzw. ein Teil der Downstream Box (DB, Gene 1 und 0,3). Dieses von Sprengd. 1990
identifizierte regulatorische Element ist in den TIRs viBakterien- und Phagengene zu finden.
Es handelt sich um eine Sequenz von 8-13 Nt Lange, die in variablenndlstanstream des
IT, also im kodierenden Bereich des Gens, zu finden ist. Sie vimésKemplementaritat zu den
Nukleotiden 1469-1483 der 16S rRNA véicoli auf. Ihre Bedeutung als wichtiger Stimulator
der Translationsinitiation wurde fur verschiedene Gene demondtBprengart et al., 1996;
Shean und Gottesman, 1992; Winzeler und Shapiro, 1997; Plumbrigde und Soll, 1@89%tax
al., 1991; Mitta et al., 1997, Etchegaray und Inouye, 1999). Eine lange DB ist beim T7-@en 10
der Lage, nach Deletion der SD fur eine effiziente Translatiosoegen (Sprengart et al., 1996).
Die DB kann also auch unabhédngig von anderen bekannten Signalelementen die
Translationsinitiation einleiten, sie ist damit nicht nur ein Verstarker.

Eine fehlende oder verkleinerte DB konnte fur die niedrige Expreskorkleinen, von mir
verwendeten TIR-Fragmente verantwortlich sein, denn eine \genéng des
Downstreambereichs, so dass die komplette DB enthalten ist, halldimntersuchten Gene
einen deutlichen Anstieg der Expressionsrate zur Folge.

VergroRert man den Downstreambereich bei den Konstrukten des @eiter] so kann dies zu
einer weiteren Erhéhung der Expression fuhren (bei Erweiterung aendireamlénge von 23
auf 43 Nt) oder aben vitro wieder zu einer Abnahme (Verlangerung von 43 Nt auf 172 Nt). Die
inhibitorische Wirkung dieser entfernt liegenden Sequenz wurde $&weit Geisen et al. 1987
beschrieben. Sie kénnte durch die Ausbildung bestimmter inhibierender Seftuuridéren im
Bereich der Startstelle bedingt sein, oder es kdnnte einengtdler Elongation vorliegen. Da
sich der inhibitorische Effekt nun vitro zeigt und zudem eine Verlangerung der SD auf 12 Nt
die inhibitorische Wirkung aucim vitro wieder aufhebt, scheint eine Stérung der Elongation
eher unwahrscheinlich.

Beim Gen 0,3 besitzt das langste untersuchte Fragment algesirdie komplette downstream
box. Daher ist es nicht verwunderlich, dass es die starkste Expression zeigt.

Eine VergroR3erung des Downstreambereichs der Gen 1,3 KonstruktdigilmEnwnstream box
hinaus (175er Konstruktreihe) fuhrt zu keiner weiteren generellene8iam) der Expression.
Fir die Konstrukte mit SD5, SD7D und SD11 steigt die Expressiasitro leicht an, fur die
restlichen zwei Konstrukte fallt sie leicht db.vivoist immer ein Absinken zu beobachten.
Vergleicht man die Ergebnisse fir die beiden unterschiedlichen $sxpnsvektoren, pDS5-ND
und pDS5-NC mit den Reportergenen dhfr bzw. cat, so stellt man fest, dass es zvamhidike
gibt, die Tendenzen jedoch weitgehend Ubereinstimmen. Bei den Konstruktdiy-@&ens 1
stimmen die Tendenzen fir die Verlangerung der SD Uberein, wenndaictierhaltnisse
zwischen den einzelnen Konstrukten teilweise etwas unterschiedtidhirs Vergleich der
beiden Vektoren. Betrachtet man die verschiedenen Konstruktlangen t sufatlass die 63er
Konstrukte im pDS5-NC-Vektor etwas schwécher sind als im pDS5/BRer. Es hat fast den
Anschein, als ob die inhibitorischen Einflisse, die sonst nur bei den Koestrokt den
langeren, 192 Nt langen Fragmenten beobachtet wurden, bereits winkesaien. Durch das
andere Reportergen, und damit unterschiedlichen Sequenzen downstrealiR-Besgments,
kommt es vermutlich zur Ausbildung anderer Sekundarstrukturen.

Beim Gen 0,3 wurden nur einige Konstrukte exemplarisch in den nwégtktor umgesetzt. Die
Ergebnisse stimmen in beiden Vektoren sehr gut Uberein.

Beim Vergleich der Gen 1,3 NC-Konstrukte mit den ND-Konstrukteterfatrotz vieler
Gemeinsamkeiten ein paar Unterschiede auf. Die kleinen Konstrutk8L it Lange fallen im
Vergleich mit den langeren Konstrukten nicht so weit in der Exjpresd. Bei den Konstrukten
mittlerer Lange ergibt sich bei einer Verlangerung der SD5vanf 7 oder 9 Nt eine Steigerung
der Expression. Im ND-Vektor war dies nicht zu beobachten, hiepW&r49-SD5 das starkste
Konstrukt. Generell unterscheiden sich die 49er Konstrukte am maistéargleich der beiden
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Vektoren. Fur die 31er und 175er Serien gleichen sich die Tendenzen.dWesdlr gerade bei
den 49er Konstrukten diese Unterschiede ergeben ist unklar. Diertddasmit der TIR des
Gens 1,3 sind durch ihre bereits sehr hohe Grundexpression schwerigg@ndhaben. Die
grof3en Mengen an synthetisiertem Fusionsprotein sind fur denZshr problematisch, so dass
Mutationen mit verminderter Expression einen deutlichen Selektiondvdradien. Trotz
wiederholter Aufreinigung der Konstrukte, erfolgreicher Sequenzierumd Kontrolle der
MRNA-Syntheserate kann nicht ganz ausgeschlossen werden, dasdatic bei dem einen
oder anderen Konstrukt ein etwas grofRerer Anteil an mutier@smiRlen mit verminderter
Expression enthalten ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei keiner der getesteameTVerkngerung der SD
das Fehlen von Downstreamsequenzen, von besonderer Bedeutung ist heedmirmstream
box, vollstandig kompensieren konnte. Die SD hat unzweifelhaft ehregse3e Bedeutung fiur
die Translationsinitiation, ist jedoch langst nicht das einzightige Signalelement. Ein Fehlen
der SD kann durch andere Elemente, wie z.B. der DB im Fall&@&€3ens 10, kompensiert
werden. Bei verschiedenen Bakterienspezies ist auch der Antebatex, die Uber eine SD
verfigen, sehr unterschiedlich. In einer jingsten Verdffentlichwnglenm die Genome von 30
Bakterienspezies auf den Anteil an Genen mit SD hin untersuchtefMa., 2002). Im
allgemeinen kann man sagen, dass schnellwachsende Bakterien, GréwenBgarmophile,
Spirochaeten, methanogene Bakterien und hyperthermophile Archaea einenAmbéié an
Genen mit SD besitzen, wahrend intrazellulare Parasiten, Qitexflparasiten, Pathogene und
Cyanobakterien einen geringeren Anteil aufweisen. Den hdochsten SD Anteil vore&uahten
Bakteriengenomen wies das Genom Jdrermotoga maritimauf, bei dem 90,1% aller Gene
Uber eine SD verfliigen. Den niedrigsten Wert haftgcoplasma genitalunmit 10,8%.
Escherichia colihatte laut dieser Studie einen SD-Anteil von 57,1%. Diese Zahlemfaloch
einmal vor Augen, dass in einigen Bakterien das Vorhandensein Eredre® die Ausnahme ist.
Selbst beim Modelbakteriufa.coli verfiigt nur knapp Uber die Halfte der Gene Uber eine SD.
Beim Bakteriophagen T7, von dem die in meiner Dissertation verwemnddR stammten,
verfiigen alle Gene uber eine SD. Die genannte Studie der 30 Bakteoerggeergab allerdings
auch, dass bei den meisten der 30 untersuchten Genomen die starkeetgor Gene einen
signifikant hoheren SD-Anteil aufwiesen als schwéacher exprimierte.Gen

Untersuchung der Bedeutung des 5'-hairpins der T7-Gen 11-TIR

Stark exprimierte Gene von T7 besitzen im Bereich ihrer RB® anstrukturierte Region
(USR), der ein stabiler 5-hairpin voraus geht. Dieser hairpin kasnSahnittstelle fir die
RNaselll dienen, so dass an dieser Stelle das neue 5-EndeRiA mrzeugt wird. Ist dies
nicht der Fall, und liegt die entsprechende TIR im Innern einer igblgmischen mMRNA, so ist
es mdoglicherweise die Aufgabe dieses hairpins, die hinter ggerden Bereiche der mRNA
von Sekundarstrukturen frei zuhalten. Entsprechende Hinweise auf ethe $ainktion des
hairpins ergaben sich durch Untersuchungen der TIR der T7-Gene 1Qlundl und 1
(Sahillioglu, 1999; Jungbluth, 1992; Helke et al., 1993). Deletion des 5'-hairmssrdizene
resultierte in einem Ruckgang der Translation um mindestens #éor 2a Anstatt oder neben
des Abschirmeffekts fur die RBS konnte der 5'-hairpin auch eineeRell der Erkennung der
Translationsinitiationstelle durch das Ribosom spielen, in demtatiesem in Wechselwirkung
tritt.

Es wurde auch bereits frih festgestellt, dass sich die Expmesstien der frihen T7-Gene, mit
Ausnahme des Gens 0,3, auch bei Abwesenheit der RNaselll fast mehgem (Dunn und
Studier, 1975). In diesem Fall befinden sich auch diejenigen Gene, dieciabeRNaselll-
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Schnittstelle verfigen, in einer innercistronischen Position. Retesb’-hairpin bleibt jetzt auch
bei diesen Genen erhalten.

Das T7-Gen 11 wird zusammen mit dem vorangehenden Gen 10 transkibieet.TIR verflgt
sowohl uber eine USR als auch uber einen davor liegenden 5’-hairpserChairpin fungiert
auch als Transkriptionsterminator fir die T7-RNA-Polymeraseinkne kleinen Prozentsatz der
Falle Gberliest die Polymerase allerdings den Terminator amskribiert so das Gen 11. Da
sich durch Veranderungen des hairpins auch die Transkriptionsratedeen wirde, wurde die
Funktion als Transkriptionsterminator zerstort, in dem die dem hdofgende, und fur die
Termination essentielle Sequenz von sechs Uridinen durch die Sequeh@AGA 3' ersetzt
wurde. Durch diesen Austausch blieb die Struktur des hairpins erhalesich aus einem
Entfernen und Verandern des hairpins nun keine Konsequenzen fir die Transletigéban,
konnte seine Funktion fur die Translationsinitiation untersucht werden.

Dr. Sahillioglu untersuchte die Bedeutung des 5'-hairpins fir diei&fiz der Translation,
jedoch befand sich die TIR des Gens 11 in den von ihr durchgefihpeEmifienten vor dem
ersten Gen der mRNA. Es gab also nur einen kurzen Sequenzbereieampds hairpins, der
moglicherweise in die RBS einfalten konnte. Ich wollte nun die Biedg dieses hairpins fur
eine Startstelle innerhalb einer polycistronischen mRNA, entsgnelcder Wildtyp-Situation,
analysieren.

Fur diese Untersuchungen wurde der Expressionsvektor pDS5-NcD komstreiedem das
dhfr-Reportergen hinter einem verkirzten cat-Gen lokalisierDiss. cat wurde verkurzt, well
das komplette CAT-Protein im SDS-PAGE auf etwa der selben Hitie wie die T7-TIR-
DHFR-Fusionsproteine. TIR-Fragmente des Gens 11 wurden in dieseonenklgetestet und
mit den entsprechenden Konstrukten im pDS5-ND-Vektor verglichen.

Tab. 1V.3: Auflistung der relativen Expressiomnvitro der T7-Gen 11 Konstrukte in den Vektoren pDS5-Nid u
pDS5-NcD.

Relative Expression
Konstrukt 5’-hairpin pDS5-ND pDS5-NcD
pl11-175 - 12% 13%
p11-213 1/3 + 15% 16%
pl11-364l + 100% 31%
p11-364d - 77% 25%
p11-364linv + (invertiert) 80% 39%

Kleinere TIR-Fragmente des Gens 11, die den hairpin nicht oder hueis& beinhalteten,
hatten in den beiden Vektoren fast die gleichen Expressionsraten I{Tdph 364 bp lange
Fragmente mit und ohne hairpin bzw. invertiertem hairpin zeigten jegiactnterschiedliches
Verhalten. Bei diesen Konstrukten war die Expressionsrate imeéeen Expressionsvektor mit
der polycistronischen mRNA deutlich niedriger wie bei den entspnéeimeKonstrukten im ND-
Vektor. Vermutlich kommt es zur Ausbildung stérender Sekundarstrukturaterleann dies
nicht mit computerberechneten Faltungsmodellen belegt werdenakaleee Moglichkeit ware,
dass die Stabilitdit der mMRNA bei den langen 364er Konstruktentkigditigt ist. Dies ist aber
unwahrscheinlich, da sich bei den Konstrukten mit den kirzeren Insetits rderartiges
feststellen lasst. Die mRNA-Syntheserate wurde firKdiestrukte gemessen und ist bei allen
auf dem gleichen Niveau.

Aus den erhaltenen Ergebnissen lasst sich keine gesteigerte IBefdel#s hairpins fur die
Translationsinitiation innerhalb einer polycistronischen mRNA deuten.
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Wie verhdlt es sich aber, wenn es upstream Sequenzen gibt, diesalme grol3e
Komplementaritat zur RBS aufweisen? Kann der hairpin in diesgheiRe grol3ere Bedeutung
haben? Um dies zu untersuchen, wurden upstream des hairpins bzw. upstr&teilaeles
deletierten hairpins der Konstrukte p11-364/ NcD und p11-364d NcD unterschidaitige
Sequenzen einkloniert, die komplementér zur RBS waren (Anti-RB@thDdas Einsetzen
dieser Anti-RBS geht die Expressionsratevitro deutlich zurtick (Tab. 1IV.4). Je langer die
einklonierte Anti-RBS, desto gréRRer die Inhibition. Bei den langen-RB% von 17 oder 30 Nt
fast bis auf Background-Niveau. Eine gewisse Ausnahme bildet dasriddnsl1-364d upSDk
NcD. Es enthélt eine 10 Nt lange Anti-RBS zu der Sequenz direkeapsder Shine-Dalgarno-
Sequenz. Fir dieses Konstrukt ist nur ein relativ geringes Absinkdixgezssion festzustellen.
Bei dem entsprechenden Konstrukt mit hairpin fallt die Hemmung emeartet aus. Das
merkwirdige Verhalten dieses Konstrukts lasst sich durch die cerbputchneten
Faltungsmodelle (Abb. 111.9.6.3) nicht befriedigend erklaren.

Solche computerberechneten Faltungsmodelle der mRNA stellematiebestenfalls nur eine
grobe Annéhrung an die tatsachlichen Verhaltnisse in der Baktelie dar. Bei Prokaryonten
laufen Transkription und Translation zeitgleich ab, d.h. die Ribosomenrigggbereits mit der
Translation noch wéahrend der laufenden Transkription. Die mRNA hat susmtals die
Moglichkeit, sich in ihre thermodynamisch stabilste Konformatiofaten. Da immer nur Teile
der mRNA fir Faltungsvorgange zur Verfigung stehen (aufgrundchaeh nicht beendeten
Transkription sowie des Glattens der mRNA durch translatierendes&nen (Polysomen))
konnen sich ganz unterschiedliche Sekundarstrukturen ausbilden. Ebenso zu bsiachten
ubergeordnete Strukturen (Tertiar- und Quartarstrukturen), die durchséfeakungen der
MRNA mit sich selbst oder mit anderen Molekilen, in der RegeliRestegebildet werden. Die
Struktur der mRNA unterliegt einem stetigen Fluss, und diese Beozgsrden durch die
Evolution optimiert. Wenn sich durch die computerberechneten Faltungsenokieihe
Erklarungen uber beobachtete Ph&dnomene machen lassen, so kanndda¥kamplexitat der
ablaufenden Prozesse liegen.

Abgesehen von der besprochenen Ausnahme des Konstrukts p11-364d upSDk NcDe liegt di
Expression der restlichen Konstrukte, egal ob der hairpin vorhandewddstnicht, auf sehr
ahnlichem Niveau. Der hairpin scheint in diesem Fall nicht in dgelzu sein, die nachfolgende
RBS effektiv abzuschirmen. Eine komplette Abschirmung der RBS vokf&timg darf man
allerdings sowieso nicht erwarten. Zur Ausbildung der Basenpgemurwischen Anti-RBS und
RBS wird es kommen, zumindest laut den Computermodellen. Der Gedankelnsehr der,
dass der hairpin die nachfolgende RBS fur eine kurze Zeit offenridiso den Ribosomen die
Gelegenheit gibt, sofort wahrend der noch laufenden Transkription zu initiieren.

Diese Konstrukte mit Anti-RBS wurden auichvivo auf ihre Expressionsrate hin untersucht.
Die Resultate unterscheiden sich von den inidentro Experimenten gewonnen Daten etwas.
Alle Konstrukte mit einer Anti-RBS liegen in der Expression dassionsproteins dicht
beieinander, nur das Konstrukt p11-364d upSDk NcD bildet wieder eine AusnAbuoiein
vivoist seine Expression sehr hoch, héher noch als die des Konstrukts pl1leBbatine Anti-
RBS.

Vergleicht man die Konstrukte p11-364l und p11-364d miteinander, so sieht mposidige
Wirkung des hairpins. Da er jedoch anscheinend nicht in der Lage estREBIS vor der
Einfaltung der Anti-RBS zu schitzen, beruht seine stimulierende Winkdrggjcherweise nicht
auf dem Abschirmeffekt vor der Einfaltung von Upstreamsequenaadem vielleicht kommt
es zu einer Wechselwirkung des Ribosoms mit dem hairpin, und somit zu einer Edeiglates
Findens der Startstelle.
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Tab. IV.4: Auflistung der relativen Expression 884 bp langen T7-Gen 11 Konstrukte mit und ohriephma
sowie unterschiedlich langen Anti-RBS im Vektor giScD in vitro undin vivo.

Relative Expression

Konstrukt 5’-hairpin In vitro In vivo
pl1-364I + 100% 100%
p11-364| SDk + 44% 47%
P11-3641 upSDk + 16% 49%
pl11-3641 17k + 17% 41%
p11-3641 30k + 6% 37%
pl1-364d - 64% 81%
pl1-364d SDk - 34% 40%
p11-364d upSDk - 49% 89%
p11-364d 17k - 16% 46%
p11-364d 30k - 5% 39%

Da nach Einklonierung der Anti-RBS die Expression des Fusionsprateinso sehr niedrig
wurde und sich keine verstarkte Bedeutung des hairpins nachweisen liel3, wurde diesRBS
Gens 11 gegen die wesentlich starkere, oben bereits besprochene &BS-Gens 1,3
ausgetauscht. Hierzu wurde ein 217 bp langes Fragment der TIR ed Galirekt hinter den
hairpin bzw. hinter die Stelle des deletierten hairpins einkloniertdimdRBS des Gens 11
entfernt. Die Konstrukte wurden auch in den Vektor pDS5-ND umgesetztlennVergleich

zwischen der monocistronischen und der polycistronischen Situation zu haben.

Die Herstellung dieser Konstrukte geschah in devagtung, dass sich bei dieser deutlich hdéher expranden
RBS die Wirkung des hairpins besser beobachten. I&eyade bei einer solchen, von sich aus extremkest
Translationsinitiationsstelle sollte es fir einetio@le Initiation von grolRer Wichtigkeit sein, diRBS von
Einfaltungen anderer Sequenzen frei zu halten.

Tab. IV.5: Auflistung der relativem vitro undin vivo Expressionsraten der 217 bp langen T7-
Genl,3 Konstrukte in den Vektoren pDS5-NcD, pDS5-ND und pDS5-TcD.

Relative Expression
pDS5-NcD pDS5-ND pDS5-TcD
Konstrukt 5'-hairpin| In vitro In vivo In vitro In vivo In vitro
pl,3-217h+ + 51% 68% 55% 63% 62%
p1,3-217h+ 12SDk + 27% 7% 18% 6% 28%
pl,3-217h+ 20SDk + 5% 0% 3% 2%
pl,3-217h- - 100% 100% 100% 100% 100%
pl,3-217h- 12SDk - 29% 3% 16% 0% 35%
pl,3-217h- 20SDk - 7% 0% 4% 0%

Bei den Konstrukten mit der TIR des Gens 1,3 ist das Konstrukt ohnginhaiei allen
Expressionsvektorem vitro fast doppelt so stark wie das Konstrukt mit hairpin (Tab. IV.5).
Dies ist ein Uberraschendes Ergebnis. Warum wirkt sich das Mtehaein der hairpin-Struktur
bei diesen Konstrukten negativ auf die Expressionsrate aus? DiguBdklkann nur in der
Ausbildung unterschiedlicher Sekundarstrukturen liegen, wobei der haapitiej dahinter
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liegende Sequenz vor der Ausbildung eben solcher Strukturen schitzer. sollt
Computerberechnete Faltungsmodelle bringen aber keine Erklarung fir daebeer8alt (Abb.
[11.9.10.3). Die RBS beider Konstrukte sollte eigentlich sehr ahnlatrukturiert sein.
Inhibitorische Faltungen sind nicht zu erkennen. Nach Einklonierung deR&&ivon 12 bzw.
20 Nt Lange sinken die Expressionsraten bei beiden Konstruktserien auf eihgéghliceau, es
ist praktisch kein Unterschied mehr zu sehen zwischen den Konstruktedeniohne hairpin.
Der Vorteil des Konstrukts mit deletiertem hairpin wirkt niamthr. Auch sieht man praktisch
keine Unterschiede zwischen den Konstrukten mit dem Promotor fur aeli-ENA-
Polymerase und denen mit dem Promotor fir die T7-RNA-PolymerasescBhellere Synthese
der T7-RNA-Polymerase, das damit verbundene Entfernen der Polgmems den
translatierenden Ribosomen und damit die langere Zeit, die der mRNAaltung bleibt,
scheint sich nicht wesentlich auf die Ausbildung der Sekundarstrukitmréereich der TIR
auszuwirken.

Bei denin vivo Experimenten ist der Unterschied zwischen p1,3-217h+ und p1,3-217h- nicht

mehr ganz so grol3 wia vitro. Das Konstrukt ohne hairpin ist hier nur 32% bzw. 37% starker
als das mit hairpin. Deutlichere Unterschiede ergeben sich flagistrukte mit Anti-RBS. Bei
beiden verwendeten Vektoren zeigen die Konstrukte ohne hairpin nuresetyegoder gar nicht
mehr nachweisbare Expressionsraten. In den Serien mit hairpdre igixpression zwar auch
niedrig, besonders bei der 20 Nt langen Anti-RBS, aber im ¥iergldoch deutlich h6hem
vivo scheint der hairpin also bei Vorhandensein der direkt zur RBS koraptéaren Sequenzen
doch seine Schutzfunktion ausiben zu kénnen. Es spielt dann aber keine Rolleder Anti-
RBS noch groRere Sequenzbereiche vorhanden sind (pDS5-NcD) oder nicetNPRES ist
Uberraschend, dass diese Effektevivo starker sind alin vitro. Ublicherweise verhélt es sich
eher umgekehrt, denn in den lebenden Zellen existieren in der ReggHaMsmen, die
ausgleichend wirken, so wie das auch bei den T7-Gen 11-Konstrukten zu sehen war.

Fur die Expression von Genen in vitro und in vivo wére die Konstruktion poréablen TIR,
die vor beliebige Gene und in unterschiedliche Expressionsvektoren klemerteffiziente
Translation garantiert, von grof3em Nutzen. Bislang ist es noch nicimgge, eine solche TIR
herzustellen. Welche Bedeutung haben die im Rahmen dieser Dissegatvonnenen Daten
fur die Konstruktion einer solchen portablen TIR?

Ein Signalelement alleine ist nicht ausreichend fur eine opgiBgpression. Weder die T7-TIR-
Konstrukte ohne DB, noch diejenigen mit einer kleinen SD konnten in den @tiibhign Tests
bei allen untersuchten T7-Gen-TIR-Fragmenten fur die beste $Sxpnesorgen. In den in vitro
Versuchen erwies sich bei zwei der drei getesteten TIR lm@sonders lange SD als optimal. In
vivo hingegen waren lange SD inhibitorisch. Eine mittellange SD {9 wéare daher
vermutlich am geeignetsten. Die DB sollte, laut meinen Resuoltaauf jeden Fall enthalten
sein. Da die DB jedoch im kodierenden Bereich des Gens lieghrifinbau in eine portable
TIR problematisch, da durch ihre Verwendung einige Codons an danhdelgsen angehangt
werden, wodurch das resultierende Fusionsprotein einige zusatzliche AS amiNtiBebesitzt.
Von Vorteil ist es auch wenn die RBS in einer USR liegt. Duteh Einsatz der Anti-RBS
konnte gezeigt werden, dass die Expressionsrate der entsprechemugrul€e dramatisch
sinken kann. Die Ausbildung der Sekundarstrukturen hangt jedoch maf3geblich voa B&Sdi
umgebenden Sequenzbereichen ab. Bezuglich der Sequenzen upstream konnte
Abschirmeffekt eines 5’-hairpins fur die folgenden Sequenzbereiche adeeononstriert werden.
Seine Bedeutung als Stimulator der Translationsinitiation wutdededgs fir verschiedene T7-
Gene gezeigt. Moglicherweise interagiert er mit den Riboeame erleichtert so das Erkennen
der Startstellen, so dass seine Verwendung als Element eiriablpo TIR von erheblicher
Bedeutung sein konnte.
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Es ware aber die beste Losung, die TIR moglichst weit an deangnfler mRNA zu
positionieren,  moglicherweise  unter Einsatz von RNaselll-Sclelieist  Die
Downstreambereiche werden durch das der TIR folgende Gen, wekg@siert werden soll,
vorgegeben. Es ist daher nicht mdglich, fir Bedingungen zu sorgen, naddRrifir alle Gene
gut funktioniert. Durch den Einsatz langer Downstreambereiche bd{alestruktion der TIR
konnte dieses Problem teilweise gelést werden. Man kann natirlich damwh nicht
ausschlief3en, dass Sequenzen des Gens Uber eine langere Distanazrhthev®BS einfalten.
Bei dem Einsatz langer Downstreambereiche kommt es natialich zum Anh&ngen einer
Reihe von AS zum N-Terminus des jeweiligen Proteins, die dessewitétkbeeintrachtigen
konnen. Dieses Problem kdnnte man durch den Einbau von Erkennungssequenzemiintéesti
Proteasen beseitigen. Dann durfte allerdings das zu synthextdgeProtein nicht selbst von
dieser Protease gespalten werden.
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VI. Anhang
V1.1 Nukleotidsequenz des Expressionsvektors pDS5-ND

Die Gesamtlange der Sequenz betragt 3566 Bp

10 20 30 40 50 60

1 CCTCGACGTC GACGTTAACT GGCTCACCTT CGGGTGGGCTTTCTGCGTT TATAAGGTAC

61 CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGATAACAATTAT AATAGATTCA
121 ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCCCGGATCGGCATCATG GTTCGACCAT
181 TGAACTGCAT CGTCGCCGTG TCCCAAAATA TGGGGATTGGAAGAACGGA GACCTACCCT
241 GGCCTCCGCT CAGGAACGAG TTCAAGTACT TCCAAAGAAFACCACAACC TCTTCAGTGG
301 AAGGTAAACA GAATCTGGTG ATTATGGGTA GGAAAACCTGTTCTCCATT CCTGAGAAGA
361 ATCGACCTTT AAAGGACAGA ATTAATATAG TTCTCAGTAGAGAACTCAAA GAACCACCAC
421 GAGGAGCTCA TTTTCTTGCC AAAAGTTTGG ATGATGCCTRAGACTTATT GAACAACCGG
481 AATTGGCAAG TAAAGTAGAC ATGGTTTGGA TAGTCGGAGGAGTTCTGTT TACCAGGAAG
541 CCATGAATCA ACCAGGCCAC CTTAGACTCT TTGTGACAAGATCATGCAG GAATTTGAAA
601 GTGACACGTT TTTCCCAGAA ATTGATTTGG GGAAATATAAACTTCTCCCA GAATACCCAG
661 GCGTCCTCTC TGAGGTCCAG GAGGAAAAAG GCATCAAGTAAGTTTGAA GTCTACGAGA
721 AGAAAGACTA ACAGGAAGAT GCTTTCAAGT TCTCTGCTCCCTCCTAAAG CTATGCATTT
781 TTATAAGACC ATGGGACTTT TGCTGGCTTT AGATCCGGCBAGCTTGGCG AGATTTTCAG
841 GAGCTAAGGA AGCTAAAATG GAGAAAAAAA TCACTGGATAACCACCGTT GATATATCCC
901 AATGGCATCG TAAAGAACAT TTTGAGGCAT TTCAGTCAGTTGCTCAATGT ACCTATAACC
961 AGACCGTTCA GCTGGATATT ACGGCCTTTT TAAAGACCGRAAGAAAAAT AAGCACAAGT
1021 TTTATCCGGC CTTTATTCAC ATTCTTGCCC GCCTGATGAAGCTTAATGA ATTACAACAG
1081 TACTGCGATG AGTGGCAGGG CGGGGCGTAATTTTTTTABEAGTTATTG GTGCCCTTAA
1141 ACGCCTGGGG TAATGACTCT CTAGCTTGAG GCATCAAATMACGAAAGG CTCAGTCGAA
1201 AGACTGGGCC TTTCGTTTTATCTGTTGTTT GTCGGTGAAGCTCTCCTGA GTAGGACAAA
1261 TCCGCCGCTC TAGAGCTGCC TCGCGCGTTT CGGTGATGBGTGAAAACC TCTGACACAT
1321 GCAGCTCCCG GAGACGGTCA CAGCTTGTCT GTAAGCGGBATCGGGAGCA GACAAGCCCG
1381 TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG TTGGCGGGTG TCGGGGUHUAPATGACCC AGTCACGTAG
1441 CGATAGCGGA GTGTATACTG GCTTAACTAT GCGGCATCAGCAGATTGT ACTGAGAGTG
1501 CACCATATGC GGTGTGAAAT ACCGCACAGA TGCGTAAGGAAAATACCG CATCAGGCGC
1561 TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTAGCGGCTGCG GCGAGCGGTA
1621 TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAATAGGGGATAA CGCAGGAAAG
1681 AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCHMAGGCCGC GTTGCTGGCG
1741 TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAMNT CGACGCTC AAGTCAGAGG
1801 TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTBCCCTGGAAG CTCCCTCGTG
1861 CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC GGATACCTE@LGCCTTTCT CCCTTCGGGA
1921 AGCGTGGCGC TTTCTCAATG CTCACGCTGT AGGTATCTGATTCGGTGTA GGTCGTTCGC
1981 TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCACGCTGCGC CTTATCCGGT
2041 AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTATGCCACTGGC AGCAGCCACT
2101 GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCGIAGAGTTCTT GAAGTGGTGG
2161 CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA TTTGGTATCBECGCTCTGCT GAAGCCAGTT
2221 ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA TCCGGCAAMMACCACCGC TGGTAGCGGT
2281 GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG CGCAGAAAAAAGGATCTCA AGAAGATCCT
2341 TTGATCTTTT CTACGGGGTC TGACGCTCAG TGGAACGAMCTCACGTTA AGGGATTTTG
2401 GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTTTAAATTAAAA ATGAAGTTTT
2461 AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACAGTTACCAATG CTTAATCAGT
2521 GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT CGTTCATCCAAGTTGCCTG ACTCCCCGTC
2581 GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA CCATCTGGOCAGTGCTGC AATGATACCG
2641 CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA TCAGCAATAECAGCCAGC CGGAAGGGCC
2701 GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATAGTCTATTAATTGTTGCCGG
2761 GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT AGTTTGCGORCGTTGTTGC CATTGCTGCA
2821 GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT ATGGCTTCATAGCTCCGG TTCCCAACGA
2881 TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAGGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
2941 CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCATATGGTTAT GGCAGCACTG
3001 CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTTCTGTGACTGG TGAGTACTCA
3061 ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG CGACCGAGTICTCTTGCCC GGCGTCAACA
3121 CGGGATAATA CCGCGCCACA TAGCAGAACT TTAAAAGTACTATCATTGG AAAACGTTCT
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3181 TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGRTCAGTTCGAT GTAACCCACT
3241 CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCASCGTTTCTGG GTGAGCAAAA
3301 ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGOGRCGGAAATG TTGAATACTC
3361 ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA
3421 TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA CAAATAGGGGITCCGCGCAC ATTTCCCCGA
3481 AAAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGREATTAACCTA TAAAAATAGG
3541 CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCA

Positionsangaben wichtiger DNA-Sequenzen im Vektor pDS5-ND:

e Xhol-Schnittstelle: 61

e —35-Region des Promotors N25: 85-90

« Start der Transkription vom Promotag:Ebsos 120

» EcoRI-Schnittstelle: 148

» BamHI-Schnittstelle: 156

e dhfr: 168-728

* Bla: 3362-2505

VI.2 Nukleotidsequenz des Expressionsvektors pDS5-NC

Die Gesamtlange der Sequenz betragt 3795 Bp

10 20 30 40 50 60

1 CCTCGAGAAA TCATAAAAAA TTTATTTGCT TTGTGAGCGG ATAACAATTA TAATAGATTC

61 AATTGTGAGC GGATAACAAT TTCACACAGA ATTCCGGATOCCGCGAGCTTA ATGGAGAAAA
121 AAATCACTGG ATATACCACC GTTGATATAT CCCAATGGCA CGTAAAGAA CATTTTGAGG
181 CATTTCAGTC AGTTGCTCAA TGTACCTATA ACCAGACCGTTCAGCTGGAT ATTACGGCCT
241 TTTTAAAGAC CGTAAAGAAA AATAAGCACA AGTTTTATCCGGCCTTTATT CACATTCTTG
301 CCCGCCTGAT GAATGCTCAT CCGGAATTTC GTATGGCAAGAAAGACGGT GAGCTGGTGA
361 TATGGGATAG TGTTCACCCT TGTTACACCG TTTTCCATGAGCAAACTGAA ACGTTTTCAT
421 CGCTCTGGAG TGAATACCAC GACGATTTCC GGCAGTTTCACACATATAT TCGCAAGATG
481 TGGCGTGTTA CGGTGAAAAC CTGGCCTATT TCCCTAAAGGTTTATTGAG AATATGTTTT
541 TCGTCTCAGC CAATCCCTGG GTGAGTTTCA CCAGTTTTGATTAAACGTG GCCAATATGG
601 ACAACTTCTT CGCCCCCGTT TTCACCATGG GCAAATATTATACGCAAGCC GACAAGGTGC
661 TGATGCCGCT GGCGATTCAG GTTCATCATG CCGTCTGTGRGGCTTCCAT GTCGGCAGAA
721 TGCTTAATGA ATTACAACAG TACTGCGATG AGTGGCAGGGGGGGCGTAATTTTTTTAAG
781 GCAGTTATTG GTGCCCTTAA ACGCCTGGGG TAATGACTCCTAGCTTGAG GCATCAAATA
841 AAACGAAAGG CTCAGTCGAA AGACTGGGCC TTTCGTTTTACTGTTGTTT GTCGGTGAAC
901 GCTCTCCTGA GTAGGACAAA TCCGCCGCTC TAGAGCTGATGCGCGTTT CGGTGATGAC
961 GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCAGCTTGTCT GTAAGCGGAT
1021 GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGEEBEBECGGGTG TCGGGGCGCA
1081 GCCATGACCC AGTCACGTAG CGATAGCGGA GTGTATACBGTTAACTAT GCGGCATCAG
1141 AGCAGATTGT ACTGAGAGTG CACCATATGC GGTGTGAARLCCGCACAGA TGCGTAAGGA
1201 GAAAATACCG CATCAGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAGACTCGCTG CGCTCGGTCG
1261 TTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGAITACGGTTA TCCACAGAAT
1321 CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGCOGBAAAAGGCC AGGAACCGTA
1381 AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCCCTGACGAG CATCACAAAA
1441 ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGATORPAAGATAC CAGGCGTTTC
1501 CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCGTCGCTTACC GGATACCTGT
1561 CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATICACGCTGT AGGTATCTCA
1621 GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCBAACCCCCC GTTCAGCCCG
1681 ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAZCCGGTAAGA CACGACTTAT
1741 CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGAGGTATGTA GGCGGTGCTA
1801 CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTARAGGACAGTATTTGGTATCT
1861 GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGBGCTCTTGA TCCGGCAAAC
1921 AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTTG TTTGCAAGGACAGATTACG CGCAGAAAAA
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1981 AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTTGACGCTCAG TGGAACGAAA
2041 ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAGATCTTCACC TAGATCCTTT
2101 TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACA
2161 GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGATTGTCTATTT CGTTCATCCA
2221 TAGTTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACGGAGGGCTTA CCATCTGGCC
2281 CCAGTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC GCTCACCGBIZAGATTTA TCAGCAATAA
2341 ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCABCTTTATCC GCCTCCATCC
2401 AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTGCCAGTTAAT AGTTTGCGCA
2461 ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTICGTTTGGT ATGGCTTCAT
2521 TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATTWECCATGTTG TGCAAAAAAG
2581 CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAATTGGCCGCA GTGTTATCAC
2641 TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCATGCCATCGGTA AGATGCTTTT
2701 CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATBTGTATGCGG CGACCGAGTT
2761 GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCATAGCAGAACT TTAAAAGTGC
2821 TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAGATCTTACCG CTGTTGAGAT
2881 CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTARGCATCTTTT ACTTTCACCA
2941 GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCBRAAAAGGGA ATAAGGGCGA
3001 CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATATTATTGAAGC ATTTATCAGG
3061 GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTAGAAAAATAAA CAAATAGGGG
3121 TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGAAATTGAAACGTTAAT ATTTTGTTAA
3181 AATTCGCGTT AAATTTTTGT TAAATCAGCT CATTTTTTAA CCAATAGGCC GAAATCGGCA
3241 AAATCCCTTA TAAATCAAAA GAATAGACCG AGATAGGGTGAGTGTTGTT CCAGTTTGGA
3301 ACAAGAGTCC ACTATTAAAG AACGTGGACT CCAACGTCAXGGGCGAAAA ACCGTCTATC
3361 AGGGCGATGG CCCACTACGT GAACCATCAC CCTAATCAAGBTTTTGGGG TCGAGGTGCC
3421 GTAAAGCACT AAATCGGAAC CCTAAAGGGA GCCCCCGATAGAGCTTGA CGGGGAAAGC
3481 CGGCGAACGT GGCGAGAAAG GAAGGGAAGA AAGCGAAAGGGGGCGCT AGGGCGCTGG
3541 CAAGTGTAGC GGTCACGCTG CGCGTAACCA CCACACCOBGCGCTTAAT GCGCCGCTAC
3601 AGGGCGCGTA CTATGGTTGC TTTGACGAGC ACGTATAAGGCTTTCCTC GTTAGAATCA
3661 GAGCGGGAGC TAAACAGGAG GCCGATTAAA GGGATTTTAGAGGAACGG TACGCCAGAA
3721 TCCTGACTAA GAAACCATTA TTATCATGAC ATTAACCTATAAAAATAGGC GTATCACGAG
3781 GCCCTTTCGT CTTCA

Positionsangaben wichtiger DNA-Sequenzen im Vektor pDS5-NC:

» Xhol-Schnittstelle: 2
 -35-Region des Promotors N25: 26-31

« Start der Transkription vom Promotai:Ebsos 61

» EcoRI-Schnittstelle: 89

* BamHI-Schnittstelle: 96

e cat: 111-767

* Bla: 3022-2164

V1.3 Nukleotidsequenz des Expressionsvektors pDS5-NcD

Die Gesamtlange der Sequenz betragt 3904 Bp.

10 20 30 40 50 60

1 CCTCGACGTC GACGTTAACT GGCTCACCTT CGGGTGGGCATCTGCGTT TATAAGGTAC
61 CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA RACAATTAT AATAGATTCA
121 ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACACCT AGGAGCTTGGBGATTTTC AGGAGCTAAG
181 GAAGCTAAAA TGGAGAAAAA AATCACTGGA TATACCACCGEBGATATATC CCAATGGCAT
241 CGTAAAGAAC ATTTTGAGGC ATTTCAGTCA GTTGCTCAATTACCTATAA CCAGACCGTT
301 CAGCTGGATA TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGAAAATAAGCACAA GTTTTATCCG
361 GCCTTTATTC ACATTCTTGC CCGCCTGATG AATGCTCATCEGAATTTCG TATGGCAATG
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421 AAAGACGGTG AGCTGGTGAT ATGGGATAGT GTTCACCCTTTACACCGT TTTCCATGAG
481 CAAACTGAAA CGTTTTCATC GCTCTGGAGT GAATACCACBSATTTCCG GCAGTTTCTA
541 CACATATATT CGCAAGATGT GGCGTGTTAC GGTGAAAACGGCCTATTT CCCTAAAGGG
601 TTTATTGAGA ATATGTTTTT CGTCTCAGCC AATCCCTGGG GAGTTTCAC CAGTTTTGAT
661 TTAAACGTGG CCAATATGGA CAACTTCTTC GCCCCCGTTTCRACCATGGC TTAAGAATTC
721 CCGGATCCGG CATCATGGTT CGACCATTGA ACTGCATCGGBCCGTGTCC CAAAATATGG
781 GGATTGGCAA GAACGGAGAC CTACCCTGGC CTCCGCTCARAGGAGTTC AAGTACTTCC
841 AAAGAATGAC CACAACCTCT TCAGTGGAAG GTAAACAGALTGGTGATT ATGGGTAGGA
901 AAACCTGGTT CTCCATTCCT GAGAAGAATC GACCTTTAAAGACAGAATT AATATAGTTC
961 TCAGTAGAGA ACTCAAAGAA CCACCACGAG GAGCTCATTCTTGCCAAA AGTTTGGATG
1021 ATGCCTTAAG ACTTATTGAA CAACCGGAAT TGGCAAGTA/AAAGACATG GTTTGGATAG
1081 TCGGAGGCAG TTCTGTTTAC CAGGAAGCCA TGAATCAACGR@CCACCTT AGACTCTTTG
1141 TGACAAGGAT CATGCAGGAA TTTGAAAGTG ACACGTTTTCCAGAAATT GATTTGGGGA
1201 AATATAAACT TCTCCCAGAA TACCCAGGCG TCCTCTCTGAGBCCAGGAG GAAAAAGGCA
1261 TCAAGTATAA GTTTGAAGTC TACGAGAAGA AAGACTAACASBAGATGCT TTCAAGTTCT
1321 CTGCTCCCCT CCTAAAGCTA TGCATTTTTA TAAGACCATGEACTTTTGC TGGCTTTAGA
1381 TCCGGCCAAG CTTGCGGCCG CTTAATGAAT TACAACAGTRACGATGAG TGGCAGGGCG
1441 GGGCGTAATT TTTTTAAGGC AGTTATTGGT GCCCTTAAAGCGTGGGGTA ATGACTCTCT
1501 AGCTTGAGGC ATCAAATAAA ACGAAAGGCT CAGTCGAAAGIASGGCCTT TCGTTTTATC
1561 TGTTGTTTGT CGGTGAACGC TCTCCTGAGT AGGACAAATGCCGCTCTA GAGCTGCCTC
1621 GCGCGTTTCG GTGATGACGG TGAAAACCTC TGACACATGECACCCGGA GACGGTCACA
1681 GCTTGTCTGT AAGCGGATGC CGGGAGCAGA CAAGCCCGBEGABCGCGTC AGCGGGTGTT
1741 GGCGGGTGTC GGGGCGCAGC CATGACCCAG TCACGTAABGBGGAGT GTATACTGGC
1801 TTAACTATGC GGCATCAGAG CAGATTGTAC TGAGAGTGCBATATGCGG TGTGAAATAC
1861 CGCACAGATG CGTAAGGAGA AAATACCGCA TCAGGCGCTCAOGCTTCC TCGCTCACTG
1921 ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT CGGCTGCGGC GAGCGGTAGCTACACTCA AAGGCGGTAA
1981 TACGGTTATC CACAGAATCA GGGGATAACG CAGGAAAGAN GTGAGCA AAAGGCCAGC
2041 AAAAGGCCAG GAACCGTAAA AAGGCCGCGT TGCTGGCGTTATATAGG CTCCGCCCCC
2101 CTGACGAGCA TCACAAAAAT CGACGCTCAA GTCAGAGGTGEIBAACCCG ACAGGACTAT
2161 AAAGATACCA GGCGTTTCCC CCTGGAAGCT CCCTCGTGA®TCCTGTT CCGACCCTGC
2221 CGCTTACCGG ATACCTGTCC GCCTTTCTCC CTTCGGGAAGIGGCGCTT TCTCAATGCT
2281 CACGCTGTAG GTATCTCAGT TCGGTGTAGG TCGTTCGCTRAGCTGGGC TGTGTGCACG
2341 AACCCCCCGT TCAGCCCGAC CGCTGCGCCT TATCCGGTAATCGTCTT GAGTCCAACC
2401 CGGTAAGACA CGACTTATCG CCACTGGCAG CAGCCACT@GABTAGGATT AGCAGAGCGA
2461 GGTATGTAGG CGGTGCTACA GAGTTCTTGA AGTGGTGG@ATTACGGC TACACTAGAA
2521 GGACAGTATT TGGTATCTGC GCTCTGCTGA AGCCAGTTATICGGAAAA AGAGTTGGTA
2581 GCTCTTGATC CGGCAAACAA ACCACCGCTG GTAGCGGTGGTMTTGTT TGCAAGCAGC
2641 AGATTACGCG CAGAAAAAAA GGATCTCAAG AAGATCCTTRBCTTTTCT ACGGGGTCTG
2701 ACGCTCAGTG GAACGAAAAC TCACGTTAAG GGATTTTGGATGAGATTA TCAAAAAGGA
2761 TCTTCACCTA GATCCTTTTA AATTAAAAAT GAAGTTTTAA ACAATCTAA AGTATATATG
2821 AGTAAACTTG GTCTGACAGT TACCAATGCT TAATCAGTGABEACCTATC TCAGCGATCT
2881 GTCTATTTCG TTCATCCATA GTTGCCTGAC TCCCCGTCGMBGATAACT ACGATACGGG
2941 AGGGCTTACC ATCTGGCCCC AGTGCTGCAA TGATACCGMGAMBCCACGC TCACCGGCTC
3001 CAGATTTATC AGCAATAAAC CAGCCAGCCG GAAGGGCCGEAGAGAAGT GGTCCTGCAA
3061 CTTTATCCGC CTCCATCCAG TCTATTAATT GTTGCCGGGASETAGAGTA AGTAGTTCGC
3121 CAGTTAATAG TTTGCGCAAC GTTGTTGCCA TTGCTGCAGBTCGTGGTG TCACGCTCGT
3181 CGTTTGGTAT GGCTTCATTC AGCTCCGGTT CCCAACGATBBGCGAGTT ACATGATCCC
3241 CCATGTTGTG CAAAAAAGCG GTTAGCTCCT TCGGTCCTCATEGTTGTC AGAAGTAAGT
3301 TGGCCGCAGT GTTATCACTC ATGGTTATGG CAGCACTGCMITTCTCTT ACTGTCATGC
3361 CATCCGTAAG ATGCTTTTCT GTGACTGGTG AGTACTCAAGAGTCATTC TGAGAATAGT
3421 GTATGCGGCG ACCGAGTTGC TCTTGCCCGG CGTCAACAGABTAATACC GCGCCACATA
3481 GCAGAACTTT AAAAGTGCTC ATCATTGGAA AACGTTCTTA3®BGCGAAAA CTCTCAAGGA
3541 TCTTACCGCT GTTGAGATCC AGTTCGATGT AACCCACTCGTACCCAAC TGATCTTCAG
3601 CATCTTTTAC TTTCACCAGC GTTTCTGGGT GAGCAAAAAGCKSAAGGCAA AATGCCGCAA
3661 AAAAGGGAAT AAGGGCGACA CGGAAATGTT GAATACTCATTEATTCCTT TTTCAATATT
3721 ATTGAAGCAT TTATCAGGGT TATTGTCTCA TGAGCGGATAATATTTGAA TGTATTTAGA
3781 AAAATAAACA AATAGGGGTT CCGCGCACAT TTCCCCGAAGRGCCACCT GACGTCTAAG
3841 AAACCATTAT TATCATGACA TTAACCTATA AAAATAGGCGATCACGAGG CCCTTTCGTC
3901 TTCA
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Positionsangaben wichtiger DNA-Sequenzen im Vektor pDS5-NcD:

e Xhol-Schnittstelle: 61

e —35-Region des Promotors N25: 85-90

« Start der Transkription vom Promotag:Ebsos 120

» EcoRI-Schnittstelle: 716

» BamHI-Schnittstelle: 723

* verkirztes cat: 180-714
e dhfr: 735-1285
* Bla: 3022-2164
VI.4 Nukleotidsequenz des Expressionsvektors pDS5-TcD

Die Gesamtlange der Sequenz betragt 3878 Bp.

10 20 30 40 50 60

1 CCTCGACGTC GACGTTAACT GGCTCACCTT CGGGTGGGCATCTGCGTT TATAAGGTAC
61 CTCGAGAAAT TAATACGACT CACTATAGGG AGACATTGTG@CGGATAAC AATTTCACAC

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

ACCTAGGAGC TTGGCGAGAT TTTCAGGAGC TAAGGAAGCAMTGGAGA AAAAAATCAC
TGGATATACC ACCGTTGATA TATCCCAATG GCATCGTAAAAACATTTTG AGGCATTTCA
GTCAGTTGCT CAATGTACCT ATAACCAGAC CGTTCAGCTGAGBATTACGG CCTTTTTAAA
GACCGTAAAG AAAAATAAGC ACAAGTTTTA TCCGGCCTTTIACACATTC TTGCCCGCCT
GATGAATGCT CATCCGGAAT TTCGTATGGC AATGAAAGACGEGAGCTGG TGATATGGGA
TAGTGTTCAC CCTTGTTACA CCGTTTTCCA TGAGCAAACT BAACGTTTT CATCGCTCTG
GAGTGAATAC CACGACGATT TCCGGCAGTT TCTACACATAATTCGCAAG ATGTGGCGTG
TTACGGTGAA AACCTGGCCT ATTTCCCTAA AGGGTTTATTASAATATGT TTTTCGTCTC
AGCCAATCCC TGGGTGAGTT TCACCAGTTT TGATTTAAACT&GCCAATA TGGACAACTT
CTTCGCCCCC GTTTTCACCA TGGCTTAAGA ATTCCCGGATCGGCATCAT GGTTCGACCA
TTGAACTGCA TCGTCGCCGT GTCCCAAAAT ATGGGGATTEFRAGAACGG AGACCTACCC
TGGCCTCCGC TCAGGAACGA GTTCAAGTAC TTCCAAAGASACCACAAC CTCTTCAGTG
GAAGGTAAAC AGAATCTGGT GATTATGGGT AGGAAAACCTEBTCTCCAT TCCTGAGAAG
AATCGACCTT TAAAGGACAG AATTAATATA GTTCTCAGTA BGAACTCAA AGAACCACCA
CGAGGAGCTC ATTTTCTTGC CAAAAGTTTG GATGATGCCTARGACTTAT TGAACAACCG
GAATTGGCAA GTAAAGTAGA CATGGTTTGG ATAGTCGGAGABTTCTGT TTACCAGGAA
GCCATGAATC AACCAGGCCA CCTTAGACTC TTTGTGACABLSTCATGCA GGAATTTGAA
AGTGACACGT TTTTCCCAGA AATTGATTTG GGGAAATATAAETTCTCCC AGAATACCCA
GGCGTCCTCT CTGAGGTCCA GGAGGAAAAA GGCATCAAGAAGTTTGA AGTCTACGAG
AAGAAAGACT AACAGGAAGA TGCTTTCAAG TTCTCTGCTCCTCCTAAA GCTATGCATT
TTTATAAGAC CATGGGACTT TTGCTGGCTT TAGATCCGGARAGCTTGCG GCCGCTTAAT
GAATTACAAC AGTACTGCGA TGAGTGGCAG GGCGGGGCHTTATTTTA AGGCAGTTAT
TGGTGCCCTT AAACGCCTGG GGTAATGACT CTCTAGCTTGG@CATCAAA TAAAACGAAA
GGCTCAGTCG AAAGACTGGG CCTTTCGTTT TATCTGTTGTGTCGGTGA ACGCTCTCCT
GAGTAGGACA AATCCGCCGC TCTAGAGCTG CCTCGCGCBTAGTGATG ACGGTGAAAA
CCTCTGACAC ATGCAGCTCC CGGAGACGGT CACAGCTTAGTAAGCGG ATGCCGGGAG
CAGACAAGCC CGTCAGGGCG CGTCAGCGGG TGTTGGCEIGGHGGGCG CAGCCATGAC
CCAGTCACGT AGCGATAGCG GAGTGTATAC TGGCTTAACTIGCGGCATC AGAGCAGATT
GTACTGAGAG TGCACCATAT GCGGTGTGAA ATACCGCAGNGCGTAAG GAGAAAATAC
CGCATCAGGC GCTCTTCCGC TTCCTCGCTC ACTGACTCGBECIGCTCGGT CGTTCGGCTG
CGGCGAGCGG TATCAGCTCA CTCAAAGGCG GTAATACGBTACACAGA ATCAGGGGAT
AACGCAGGAA AGAACATGTG AGCAAAAGGC CAGCAAAAGBGGAACCG TAAAAAGGCC
GCGTTGCTGG CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGAURCATCACAA AAATCGACGC
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2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841

TCAAGTCAGA GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAICAGGCGTT TCCCCCTGGA
AGCTCCCTCG TGCGCTCTCC TGTTCCGACC CTGCCGCTTACBGATACCT GTCCGCCTTT
CTCCCTTCGG GAAGCGTGGC GCTTTCTCAA TGCTCACGARGGTATCT CAGTTCGGTG
TAGGTCGTTC GCTCCAAGCT GGGCTGTGTG CACGAACCOGTTCAGCC CGACCGCTGC
GCCTTATCCG GTAACTATCG TCTTGAGTCC AACCCGGTAACGACGACTT ATCGCCACTG
GCAGCAGCCA CTGGTAACAG GATTAGCAGA GCGAGGTARGGCGGTGC TACAGAGTTC
TTGAAGTGGT GGCCTAACTA CGGCTACACT AGAAGGACAT TTGGTAT CTGCGCTCTG
CTGAAGCCAG TTACCTTCGG AAAAAGAGTT GGTAGCTCTATECGGCAA ACAAACCACC
GCTGGTAGCG GTGGTTTTTT TGTTTGCAAG CAGCAGATTSCGCAGAAA AAAAGGATCT
CAAGAAGATC CTTTGATCTT TTCTACGGGG TCTGACGCTGAGGAACGA AAACTCACGT
TAAGGGATTT TGGTCATGAG ATTATCAAAA AGGATCTTCACTAGATCCT TTTAAATTAA
AAATGAAGTT TTAAATCAAT CTAAAGTATA TATGAGTAAA TTGGTCTGA CAGTTACCAA
TGCTTAATCA GTGAGGCACC TATCTCAGCG ATCTGTCTATTGTTCATC CATAGTTGCC
TGACTCCCCG TCGTGTAGAT AACTACGATA CGGGAGGGALTATCTGG CCCCAGTGCT
GCAATGATAC CGCGAGACCC ACGCTCACCG GCTCCAGARTCAGCAAT AAACCAGCCA
GCCGGAAGGG CCGAGCGCAG AAGTGGTCCT GCAACTTTBBCCTCCAT CCAGTCTATT
AATTGTTGCC GGGAAGCTAG AGTAAGTAGT TCGCCAGTTMGTTTGCG CAACGTTGTT
GCCATTGCTG CAGGCATCGT GGTGTCACGC TCGTCGTTTRABEGCTTC ATTCAGCTCC
GGTTCCCAAC GATCAAGGCG AGTTACATGA TCCCCCATGITIGCAAAAA AGCGGTTAGC
TCCTTCGGTC CTCCGATCGT TGTCAGAAGT AAGTTGGCCEEIGTTATC ACTCATGGTT
ATGGCAGCAC TGCATAATTC TCTTACTGTC ATGCCATCCRAGATGCTT TTCTGTGACT
GGTGAGTACT CAACCAAGTC ATTCTGAGAA TAGTGTATGGGGACCGAG TTGCTCTTGC
CCGGCGTCAA CACGGGATAA TACCGCGCCA CATAGCAGAARTAAAAGT GCTCATCATT
GGAAAACGTT CTTCGGGGCG AAAACTCTCA AGGATCTTAGCTIGTTGAG ATCCAGTTCG
ATGTAACCCA CTCGTGCACC CAACTGATCT TCAGCATCTTACTTTCAC CAGCGTTTCT
GGGTGAGCAA AAACAGGAAG GCAAAATGCC GCAAAAAABGBTAAGGGC GACACGGAAA
TGTTGAATAC TCATACTCTT CCTTTTTCAA TATTATTGAA CATTTATCA GGGTTATTGT
CTCATGAGCG GATACATATT TGAATGTATT TAGAAAAATAARCAAATAGG GGTTCCGCGC
ACATTTCCCC GAAAAGTGCC ACCTGACGTC TAAGAAACCAATTATCAT GACATTAACC
TATAAAAATA GGCGTATCAC GAGGCCCTTT CGTCTTCA

Positionsangaben wichtiger DNA-Sequenzen im Vektor pDS5-TcD:

e Xhol-Schnittstelle: 61

e T7-Promotor: 85-90

» EcoRI-Schnittstelle: 690

e BamHI-Schnittstelle: 698

« verkirztes cat: 164-688
o dhfr: 709-1259
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V1.5 Nukleotidsequenz der T7-Gen 1 TIR-Fragmente

29er-Fragment (T7 Nukleotide 3151-3179):

5 CTAACTGGAAGAGGCACTAAATGAACACG 3

43er-Fragment (T7 Nukleotide 3151-3193):

5 CTAACTGGAAGAGGCACTAAATGAACACGATTAACATCGCTAA 3

63er-Fragment (T7 Nukleotide 3151-3213):

5 CTAACTGGAAGAGGCACTAAATGAACACGATTAACATCGCTAASBROLI CTGACATCG &

192er Fragment (T7 Nukleotide 3151-3342):

5 CTAACTGGAAGAGGCACTAAATGAACACGATTAACATCGCTATBBBATCGAACTGGCTGCTATCCCG
TTCAACACTCTGTTACGGTGAGCGTTTAGCTCGCGAACAGTTGBEGAGTAACGAGATGGGTGAAGCAC
GCTTCCGCAAGATGTTTGAGCGTC 3’

V1.6 Nukleotidsequenz der T7-Gen 1,3 TIR-Fragmente

3ler Fragment (T7 Nukleotide 6453-6483):

5 TAACCAATAGGAGATAAACATTATGATGAAC 3

49er Fragment (T7 Nukleotide 6453-6501):

5 TAACCAATAGGAGATAAACATTATGATGAACATTAAGACTAACCCSTT

175er Fragment (T7 Nukleotide 6453-6627):

5 TAACCAATAGGAGATAAACATTATGATGAACATTAAGACTAACCIRARIGCCGTGTCTTTCGTAGAGTC
TGCCATTAAGAAGGCTCTGGATAACGCTGGGTATCTTATCGCTGAASTACGATGGTGTACGCGGGAA
CATCTGCGTAGACAATACTGCTAACAGTTAC 3’
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V1.7 Nukleotidsequenz der T7-Gen 0,3 TIR-Fragmente

28er Fragmente (T7 Nukleotide 906-933):

5 AATAACTGCACGAGGTAACACAAGATGG 3

40er Fragmente (T7 Nukleotide 906-945):

5 AATAACTGCACGAGGTAACACAAGATGGCTATGTCTAACA 3’

56er Fragmente (T7 Nukleotide 906-961):

5 AATAACTGCACGAGGTAACACAAGATGGCTATGTCTAACATGABATABCGTTTTCG &

V1.8 Nukleotidsequenz der T7-Gen 11 Fragmente

175-Fragment (T7 Nukleotide 24209-24389):

5 TGAAAGGAGGAACTATATGCGCTCATACGATATGAACGTTGAGAGTTGGAGTTATCAGCTGTGAACGA
CATTCTGGCGTCTATCGGTGAACCTCCGGTATCAACGCTGGAAGEITMCGCAGATGCAGCGAACGC
TCGGCGTATTCTCAACAAGATTAACCGACAGATT 3

213-Fragment (T7 Nukleotide 24177-24389):

5 GGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGAAGAGAGCTGAAAGGAGTBAGCTGLTCATACGATATGAACGT
TGAGACTGCCGCTGAGTTATCAGCTGTGAACGACATTCTGGCAIGEAGAACCTCCGGTATCAACGCT
GGAAGGTGACGCTAACGCAGATGCAGCGAACGCTCGGCGTATCEAGAATAACCGACAGATT 3

364l-Fragment (T7 Nukleotide 24026-24389):

5 CGCTGCTAGTCCCGAAGAGGCGAGTGTTACTTCAACAGAAGAAACGLICAGCACAGGAGGCCGCACG
CACCCGCGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTBCTGCTGAGCAATAACTAGCATA
ACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGAAGAGAGCTEBGABGTATATGCGCTCATACGAT
ATGAACGTTGAGACTGCCGCTGAGTTATCAGCTGTGAACGACAGTGIGTATCGGTGAACCTCCGGTA
TCAACGCTGGAAGGTGACGCTAACGCAGATGCAGCGAACGCTABGBIOERACAAGATTAACCGACAG
ATT 3

- 123 -



Anhang

364d-Fragment (T7-Nukleotide 24026-24389, 5’-hairpin-Sequenz deletiert):

5 GGGCGCTGCTAGTCCCGAAGAGGCGAGTGTTACTTCAACAGABTGRMXTGCCAGCACAGGAGGCCGC
ACGCACCCGCGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTBGCTACCGCTGAGCAATAACTAGC
AAGATCTGGGCCCAGAGCTGAAAGGAGGAACTATATGCGCTCAPAGBACGTTGAGACTGCCGCTGA
GTTATCAGCTGTGAACGACATTCTGGCGTCTATCGGTGAACCTBTGRACGCTGGAAGGTGACGCTAA
CGCAGATGCAGCGAACGCTCGGCGTATTCTCAACAAGATTAACEASACHR

364linv-Fragment (T7-Nukleotide 24026-24389, 5’-hairpin-Sequenz invertiert):

5 GGGCGCTGCTAGTCCCGAAGAGGCGAGTGTTACTTCAACAGACGMMNTGCCAGCACAGGAGGCCGC
ACGCACCCGCGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGEGCTACCGCTGAGCAATAACTAGC
ATAAAGATCTGGGGAGTGGTGGGCAAATCTCCGCTGTTCCCCEEEIANGAGAGCTGAAAGGAGGAAC
TATATGCGCTCATACGATATGAACGTTGAGACTGCCGCTGAGTITN GAACGACATTCTGGCGTCT
ATCGGTGAACCTCCGGTATCAACGCTGGAAGGTGACGCTAACGGAANGLGAACGCTCGGCGTATTCT
CAACAAGATTAACCGACAGATT &
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