Zeitaufgeldste FTIR-Spektroskopie zur Bestimmung
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P Zum Verstindnis biologisch-chemischer
Prozesse auf der molekularen bezichungswei-
se der atomaren Ebene ist die Bestimmung
der Struktur und der Funktion von Proteinen
ein zentrales Element. In den vergangenen
Jahrzehnten konnten mit Hilfe der Réntgen-
strukturanalyse eine Vielzahl von Protein-
strukturen mit atomarer Auflésung bestimmt
werden. In jiingerer Zeit etablierte sich als
cine alternative, strukturaufldsende Metho-
de fiir kleinere, wasserldsliche Proteine die
mehrdimensionale NMR-Spektroskopie. Bei-
de Methoden liefern aber im wesentlichen die
Struktur des ruhenden Proteingrundzustan-
des. Um die molekularen Reaktionsmecha-
nismen zu bestimmen, bendtigt man komple-
mentir zu den strukturauflésenden noch zeit-
auflésende Methoden, die die Proteinaktivi-
titin Echtzeit detektieren konnen. Eine gute
Maoglichkeit, Proteinreaktionen mit der intrin-
sisch hohen Zeitauflosung von Femtosekun-
den und atomarer Ortsauflosung zu bestim-
men, bieten vibrationsspektroskopische Me-
thoden. Bei Chromoproteinen, das heif3t bei
Proteinen mit einer im sichtbaren Spektral-
bereich absorbierenden prosthetischen Grup-
pe, kann die Resonanz-Ramanspektroskopie
cingesetzt werden. Hierbei werden durch
Streuung von sichtbarer Strahlung nur die
Chromophorschwingungen resonant ange-
regt. Dadurch wird der Ramanstreuquer-
schnitt im Vergleich zur klassischen Raman-
Spektroskopie um mehrere Gréenordnun-
gen erhoht. Diese Technik erlaubt im Prin-
zip, die Chromophorreaktionen atomar auf-
geldst zu bestimmen; zum Beispiel konnte bei
Bakteriorhodopsin mit Hilfe der Resonanz-
Raman-Spektroskopie die Isomerisierung des
Retinals von all-trans nach 13-cis identifiziert
werden [1]. Weiterfiihrend hat sich in den letz-
ten Jahren die FTIR (Fourier Transform In-
fra Rot)-Differenz-Spektroskopie als neue
Methode etabliert [2]. Sie erlaubt im Prinzip
nicht nur die Reaktionen des Chromophors
nachzuweisen, sondern auch die der Protein-
seitengruppen sowie strukturelle Bewegun-
gen des Proteingeriistes, da nur die Vibrati-
onsniveaus des elektronischen Grundzustan-
des angeregt werden miissen. Um aber aus
der hohen Gesamtabsorption einer Protein-
probe mit umgebendem Wasser und Puffer

bezichungsweise Detergenz nur die Absorp-
tionsbanden der funktionell entscheidenden
Gruppen zu selektieren, miissen Differenzen
zwischen dem Proteingrundzustand und ei-
nem aktivierten Proteinzustand gebildet wer-
den [2].

FTIR-Differenz-Spektroskopie

Das Spektrum eines Proteins im mittle-
ren infraroten Spektralbereich wird dominiert
durch die Banden des Proteingeriistes, die so-
genannten Amid [- (C=0; 1690-1630 cm™)
und Amid II-Banden (CNH; 1550-1520 cm™)
der Peptidbindungen. Die Lage der Banden
ist indikativ fiir die Sekundirstrukeur eines
Proteins und kann fiir grobe Strukturvorher-
sagen genutzt werden. Neben dem Protein-
geriist absorbiert noch Wasser stark im infra-
roten Spektralbereich (OH bei 1650

Methoden

cm™). Um die Wasserabsorption zu reduzie-
ren, arbeitet man mit wiBrigen Proteinfilmen
von ca. 2 bis 10 um Schichtdicke. Da die Ab-
sorptionsinderungen von etwa AA = 10~ ge-
geniiber der Hintergrundabsorption von bis
zu 1 sehr klein sind, reicht die Megenauig-
keit konventioneller, dispersiver Infrarot-

Spektrometer nicht aus. Nutzt man allerdings

die Vorteile von Fourier-Transform-Infrarot-

Spektrometern, ist man in der Lage, auch die-

se kleinen Absorptionsdnderungen noch zu-

verlissig zu bestimmen [3]. Die Vorteile ge-
geniiber konventionellen dispersiven Gera-
ten sind:

» der sogenannte Multiplexvorteil: da alle
Wellenzahlen parallel gemessen werden,
benétigt man nur eine sehr kurze MeBzeit.

P der sogenannte Jaquinot-Vorteil: da keine
dispersiven Elemente eingesetzt werden,
erhilt man einen groferen Lichtdurchflufl
im Vergleich zu dispersiven Anordnungen.
Dies wirkt sich in einem stark verbesser-
ten Signal/Rauschverhiltnis aus.

In Abbildung 1 ist ein experimenteller Auf-

bau fiir zeitaufgeloste F'TIR-Messungen

schematisch gezeigt. Simultan kénnen die Ab-
sorptionsinderungen im sichtbaren Spektral-
bereich detektiert werden. Weiterhin lassen
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Abb. 1: Schema des von den Autoren entwickelten MeBaufbaus zur Durchfiihrung von VIS-, F-Raman und
FTIR-Messungen. Die VIS-Anordnung (griin) besteht aus: Lichtquelle VIS, InterferenZfilter, Monochromator,
Photomultiplier, Transientenrekorder (le Croy) und PC; die FTIR-Anordnung (basierend auf Bruker IFS 66V; rot)
aus dem Michelson-Interferometer mit Globar, dem Strahlteiler, den festen und beweglichen Spiegeln, MCT-
Detektor und PC. Die Probe wird mit einem Lichtblitz angeregt, der mit Hilfe eines Excimer-Laser gepumpten
Farbstofflasers (Lambda-Physik) erzeugt wird (violett). Die Daten werden auf einem lokalen Netzwerk (gelb)
aus SUN-Workstations und PCs ausgewertet. Die FI-Raman-Anordnung (blau) besteht aus dem Nd: YAG-Laser,
dessen 1064 nm-Laserlinie an der Probe gestreut wird. Die Raman-gestreute Strahlung wird iiber eine
Plasmalinse gesammelt, in das Interferometer eingespiegelt und iiber einen sehr empfindlichen Ge-

(Germanium) Detektor nachgewiesen.
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sich damit auch F'T-Raman-Messungen
durchfithren. In dem interferometrischen
Aufbau nach Michelson fillt das vom Globar
ausgestrahlte IR-Licht auf einen Strahlteiler,
der im Idealfall 50% der einfallenden Strah-
lung auf einen festen und 50% auf einen be-
weglichen Spiegel lenkt. Die von den Spie-
geln reflektierte Strahlung fillt auf den De-
tektor (MC'T} Mercury-Cadmium-Tellurid).
Je nach Gangunterschied, abhingig von der
Position des beweglichen Spiegels (=Scan-
ner), interferieren die reflektierten Strahlen
am Detcktor und man erhilt in Abhingigkeit
von dem zuriickgelegten Spicgelweg X eine
Intensititsinderung der infraroten Strahlung,
ein sogenanntes Interferogramm. Dieses stellt
die Fouriertransformierte des Spektrums dar.
Da das Interferogramm diskret und digitali-
siert vorliegt, wird die diskrete Fouriertrans-
formation (DFT") verwendet. Auf die Details
und Randbedingungen, die bei der DF'T" zu
beachten sind, soll hier nicht eingegangen
werden. Eine gute Darstellung findet sich in

[3].
Zeitaufgeldste FTIR-Differenzspektroskopie

In einigen Fillen kann ein aktivierter Pro-
teinzustand bei tiefen Temperaturen stabili-
siert werden. Es werden dann die Spektren
des ruhenden und eines aktivierten Zustan-
des des Proteins hintereinander in einem kon-
ventionellem MeBmodus im Minutenbereich
aufgenommen und anschlieBend wird die
Differenz gebildet [4]. Da die durch die Pro-
teinaktivitit verursachten Absorptionsédnde-
rungen sehr klein sind, kann die Aktivierung
des Proteins nur iz situ® in dem Geridt zum
Beispiel durch Lichtanregung erfolgen.

Durch die Entwicklung zeitauflgsender
Techniken kann man heute aber im Prinzip
die gesamte Reaktionsfolge ciner Proteinak-
tivitit in Echtzeit unter physiologischen Be-
dingungen aufnehmen. Es stehen dazu ver-
schiedene Techniken zur Verfiigung:

P ,rapid scan-Technik,,: Hierbei werden
wihrend des Reaktionsablaufs in sehr
schneller Folge Interferogramme aufge-
nommen. Mit der von uns benutzten An-
ordnung kénnen vollstindige Spektren von
1800 bis 800 cm™ in 10 ms bei 4 cm™ spek-
traler Auflgsung mit der gefordert hohen
Auflésung der Absorptionsinderungen ge-
messen werden [5]. Dies ist die zur Zeit
physikalisch realisierbare Grenze, da der
Scanner nicht hoher beschleunigt werden
kann.

» ,.Stroboskoptechnik“: Hierbei werden die
Interferogramme zunéchst mit der ,,rapid-
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Abb. 2: Dreidimensionale Darstellung der IR-Absorptionsdnderungen wihrend des Bakteriorhodopsin-
Photozyklus zwischen 1800 und 1000 cm™' mit einer spektralen Auflésung von 4 cm™' und einer
Zeitauflésung von 100 ns. Die Absorptionséinderungen sind in der GroBenordnung von 107 bis 10-*

gegeniiber einer Hintergrundextinktion von 1.

scan“-Technik aufgenommen. Nach der
Datenaufnahme werden die verschiedenen
Interferogramme mit Hilfe einer geeigne-
ten Software in einzelne Segmente geteilt.
Diese Segmente werden sortiert und zu
neuen Interferogrammen zusammenge-
setzt, die dann fouriertransformiert werden.
Durch diese Neusortierung der Segmente
erzielt die Arbeitsgruppe des Autors eine
Verbesserung um den Faktor 500, das heif3t,
es wird eine Zeitauflssung von 20 ps er-
reicht [6].

P ,step-scan-Technik“: Bei dieser Technik wird
der Scanner an den einzelnen Interfero-
grammpunkten angehalten, und es wird je-
weils die zeitabhingige Intensititsinderung
nach Reaktionsinitiierung gemessen (Step
Scan) [7]. Die Intensititsdnderungen an den
einzelnen Interferogrammpunkten werden
dann rechnerisch so umsortiert, daf3 man kom-
plette Interferogramme zu bestimmten Zei-
ten erhilt. Damit erreicht die Arbeitsgruppe
des Autors momentan eine Zeitauflssung von
100 ns [8]. Die Grenze der Zeitauflosung der
MCT-Detektoren liege bei 10 ns. Die techni-
sche Schwierigkeit bei dieser MeBtechnik be-
steht darin, den Scanner wihrend der Daten-
aufnahme bis auf 1 bis 2 nm genau an der
Halteposition stabil zu halten .

Beschridnkt man sich auf die Messung der
Zeitabhingigkeit bei nur wenigen ausgesuch-
ten Wellenzahlen, kann, analog zu den Pho-
tolyseanordnungen im sichtbaren Spektralbe-
reich, ein Aufbau mit gepulsten IR-Quellen
eingesetzt werden. Dabei werden im infraro-

ten Spektralbereich bereits Zeitauflssungen
in der GréBenordnung von Picosekunden er-
zielt. Man muf allerdings anmerken, daf fiir
die Bandenzuordnung und somit fiir die In-
terpretation der Spektren die Aufnahme voll-
stindiger Spektren unerldBlich ist.

Zuordnen der Absorptionsbanden

Fiir die Zuordnung der Absorptionsbanden
zu molekularen Gruppen des Proteins werden
biochemische und molekularbiologische Metho-
den eingesetzt. Durch Vergleich der Differenz-
spektren von Wildtyp-Protein und von verdnder-
tem Protein kénnen die Banden zugeordnet wer-
den. Es gibt grundsitzlich zwei verschiedene Me-
thoden, die Proteingruppen zu verdndern.

Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagene-
se kann geziclt eine bestimmte Aminosiure
ausgetauscht werden. Ist diese Gruppe an der
Aktivitit beteiligt, fehlt ihre entsprechende
Absorptionsbande im Spektrum des verinder-
ten Proteins im Vergleich zu dem des Wild-
typ-Proteins. Allerdings dndert eine spezifi-
sche Mutation méglicherweise auch die Struk-
tur des Proteins, insbesondere beim Austausch
geladener Gruppen. Der Vergleich des Wild-
typ-Differenzspektrums mit dem des Mutan-
ten-Differenzspektrums zeigt aber mogliche
Strukturverinderungen in dem mutierten Pro-
tein an. Weicht das Differenzspektrum des
mutierten Proteins stark von dem des Wild-
typs ab, liegt eine Strukturverinderung vor.
Fehlt dagegen nur eine Bande und stimmen
die iibrigen Banden in beiden Differenzspek-
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Abb. 3: Absorptionsdinderungen bei ausgewdhiten
Wellenzahlen in Abhéngigkeit von der Zeit aus der
dreidimensionalen Darstellung in Abbildung 2. Sie re-
présentieren Reaktionen von Schliisselgruppen des
Proteins. Bei 1188 cm’ (Schiff'sche Base) zeigt das
nicht zeitaufgeloste Entstehen der Bande die Isomeri-
sierung des Retinals von all-trans nach 13-cis, das
Verschwinden reprdsentiert die Deprotonierung der
Schiff'schen Base im Intermediat M und ihr Wiederer-
scheinen die Reprotonierung im Intermediat N. Das
abschlieBende Verschwinden der Bande zeigt die
Reisomerisierung nach all-trans-Retinal. Bei 1760
cm’’ (Asp 85) zeigt das Entstehen der Bande die vor-
iibergehende Protonierung der Carboxylgruppe von
Aminosdure Asp 85 im Intermediat M. Bei 1739 cm!
reprdsentiert das Verschwinden der Bande im Inter-
mediat L eine Umgebungsdnderung der protonierten
Carboxylgruppen der Aminosduren Asp 96 und Asp
115. Das zweite Verschwinden der Bande in N zeigt
eine voriibergehende Deprotonierung von Asp 96.

tren gut iiberein, ist davon auszugehen, daf
die funktionell aktive Struktur trotz Mutati-
on weitgehend intake geblicben ist.

Im Vergleich zu dieser invasiven Tech-
nik kann eine Zuordnung auch mit Hilfe der
nichtinvasiven Isotopenmarkierung erfol-
gen. Durch Isotopenmarkierung wird die
Absorptionsbande der markierten Molekiil-
gruppe frequenzverschoben und kann somit
identifiziert werden. Hierbei wird die Struk-
tur des Proteins nicht beeinfluf3t. Kleinere
Chromophore oder Liganden kénnen durch
chemische Synthese ortsspezifisch isotopen-
markiert werden [9]. Isotopenmarkierte
Chromophore kénnen dann in das Apopro-
tein cingebaut werden (Beispicl in Abb. 5).

Eine isotopenmarkicrte Aminosiure 1if3t
sich in Bakterien biosynthetisch inkorporie-
ren. Bei diesem Verfahren wird allerdings die
betroffene Aminosiure an allen dafiir kodie-
renden Positionen ins Protein eingesetzt und

cine spezifische Bandenzuordnung ist nur
durch Kombination mit ortsspezifischer
Mutagenese moglich.

Da die Isotopenmarkierung im Gegen-
satz zur Mutation cine nicht-invasive ‘lech-
nik darstelle, wird fiir die Zukunft als ideale
Markierungsmethode cine ortsspezifische
Isotopenmarkierung der Aminosdurcesciten-
gruppe angestrebt.

Beispiele

Batkrteriorhodopsin

Der lichtgetriebene Protonenpumpme-
chanismus des Bakteriorhodopsins wurde mit
vielen verschiedenen Methoden untersucht,
die dazu beitrugen, dal3 es heute eine detail-
lierte Vorstellung iiber die Struktur und den
molekularen Mechanismus dieses Membran-
proteins gibt [aktuelle Ubersicht in 10]. Hicr
sollen nur die Beitrige der zeitaufgelgsten
F'T'IR-Spektroskopie dargestellt werden.
Nach Lichtanregung durchlduft das Bakterio-
rhodopsin einen Photozyklus mit den Inter-
mediaten J, K, L, M, N und O. Im Verlauf
des Zyklus werden vektoriell Protonen ge-
pumpt. In Abbildung 2 sind die IR-Absorpti-
onsinderungen wihrend des Bakteriorhodop-
sin-Photozyklus in einer dreidimensionalen
Darstellung wiedergegeben. In der sogenann-
ten Fingerprintregion zeigt zum Beispiel das
Verschwinden (negativ) der drei Banden beti
1213 em™, 1202 cm™ und 1167 cm™ und das
Entstehen (positiv) der Bande bei 1188 cm™
die (nicht zeitaufgeloste) all-trans- nach 13-
cis-Isomerisicrung des Chromophors Retinal.
Dies istin dem Bakteriorhodopsin-Pumpmo-
dell in Abbildung 4 illustriert. Ausgewihlte
Kinetiken sind in Abbildung 3 gezeigt. Das
Verschwinden der Bande bei 1188 cm™ zeigt
dic Deprotonierung der Schiff'schen Base in
dem L- nach M-Ubergang an, das Wiederer-
scheinen der Banden mit kleinerer Absorpti-
on die Reprotonierung in dem M-nach N-
Ubergang und das endgiiltige Verschwinden
die Riickisomerisierung nach all-trans-Reti-
nal. In der Carbonyl-Gegend beobachtet man
bei 1760 cm™ die Protonierung von Asp 85,
der katalytischen Protonenbindungsstelle auf
der protonenabgebenden Seite (Abb. 3). Die-
se stimmt mit der Deprotonierungskinetik der
C=NH~ bei 1188 cm™ gut iiberein (Abb. 3)
[5]. Bei 1739 ecm™ kann die Umgebungsin-
derung in L, und die Deprotonierung in N von
Asp 96, der katalytischen Protonenbindungs-
stelle auf der protonenaufnechmenden Seite,
beobachtet werden [5]. Die Deprotonicrung
stimmt mit der Reprotonierung der
Schiff'schen Base gut iiberein (Abb. 3). Der

intramolekulare Protonentransfer erfolgt tiber
ein Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk

unter Beteiligung von internen Wassermole-
kiilen, wic kiirzlich experimentell nachgewie-
sen wurde [11, 12]. Die Banden in der Amid
I- (1660 cm™) und Amid II-Gegend (1550
cm™) (Abb. 2) zeigen eine Peptidgeriistbewe-
gung an, die entscheidend fiir die Vektoriali-
tit der Pumpe ist [6].

Neben dem Bakteriorhodopsin wird auch
das Retinalprotein Rhodopsin intensiv mit
Hilfe der F'T'IR-Spektroskopie bearbeitet
[13].

Batterielles photosynthetisches Reaktionszentrum

Weiterhin werden auch die Proteine, die
bei der Photosynthese eine Rolle spielen,
' TIR-spektroskopisch untersucht [Ubersiche
in 14]. Da die dreidimensionale Struktur auf-
geklirt ist, kénnen die Experimente an die-
sem System gezielter durchgefiihre und leich-
ter interpretiert werden. Kiirzlich wurde zum
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Abb. 4: Protonenpumpmodell des Bakteriorho-
dopsins. Nach Isomerisierung des Retinals wird
das Schiff-Base-Proton in dem L- nach M-
Ubergang an Asp 85 abgegeben. Simultan wird
ein weiteres Proton von dem H-Briicken-Netzwerk
nach auBen abgegeben. Die Schiff'sche Base wird
von Asp 96 in der M- nach N-Reaktion reproto-
niert. Dabei spielen interne Wassermolekiile
zwischen Schiff'scher Base und Asp 96 eine
wichtige Rolle. Weiterhin ist die Bewegung einer
Helix in dem M - nach M,-Schritt fiir die Vektoria-
litdt der Pumpe wichtig. In der N- nach O-
Reaktion wird Asp 96 reprotoniert und das Retinal
reisomerisiert nach all-trans. SchlieBlich wird in
der O-BR-Reaktion Asp 85 deprotoniert und somit
der Ausgangszustand wieder erreicht.
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Beispiel mitder FTIR-Spektroskopie gezeigt,
dafB3 die C=O-Gruppe an Position 4 des Ubi-
chinons an der Q,-Bindestelle eine unge-
wohnlich starke H-Briicke zum Protein auf-
weist, im Gegensatz zur Bindung an der Q-
Bindestelle [9, 15]. Diese strukturellen De-
tails waren mit Hilfe der Rontgenstruktur
nicht auflésbar. In Abbildung 5 ist die Zuord-
nung der 4-C=0-Bande des Ubichinons ex-
emplarisch dargestellt. Dieser Befund trige
zum Verstindnis der unterschiedlichen Rolle
des Ubichinons an der Q,- beziehungsweise
Q,-Bindestelle und den schnellen Vorwirts-
elektronentransfer von Q, nach Q, bei.

Anregungen mit ,Caged”-Verbindungen:
h-ras p21, Ca-ATPase, Cytochromoxidase,
Acetylcholinrezeptor

Durch den Einsatz sogenannter ,,caged -
Substanzen, die durch UV-Lichtaktvierbar sind,
koénnen auch Proteine, die nicht aus den photo-
biologischem Bereich kommen, untersucht wer-
den. Der G'TPase-Mechanismus des onkogenen
GTP-bindenden Proteins h-ras p21 kann mit
Hilfe von caged-GTP gestartet werden, in dem
mit einem UV-Blitz die caged-Gruppe abge-
trennt wird. Mit Hilfe von isotopenmarkiertem
caged-GTP konnten die Phosphatbanden inden
IR-Spektren, insbesondere die y-Phosphatban-
de, zugeordnet werden [16]. Damit steht jetzt
ein neuer methodischer Ansatz zur Verfiigung,
mit dem sowohl die intrinsische als auch dic GAP
(G-aktivierendes Protein)-katalysierte GTPase-
Reaktion zeitaufgelost auf der atomaren Ebene
untersucht werden kann.

Durch Einsatz von caged-ATP beziehungs-
weise caged-Ca? wird der molekulare Mecha-
nismus der Ca*-ATPase untersucht [17, 18].
Weitere Beispiele sind die Redoxreaktionen der
Cytochrom- und Chinol-Oxidase, die mit dem
caged-Elektronendonor Riboflavin induziert
werden [19] und der Acetylcholinrezeptor, der
mitcaged-Carbamoylcholin angeregt wurde [20].
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Habilitierte stellen sich vor

Transposonen bei Hyphenpilzen:

~ Struktur, Funktion und Anwendung

Frank Kemphken, Lebrstubl fiir Allgemeine Botanik, Rubr-Universitit Bochum

> "Transposonen sind mobile genetische Ele-
mente, die nicht an einen bestimmten Genom-
ort gebunden sind. Durch Exzision und Inte-
gration an neue Genorte verdndern sie den struk-
turellen Aufbau eines Genoms. Liegt die Inte-
grationsstelle in einem Bereich, der fiir ein Gen
kodiert, wird auch die Genexpression und da-
mit die Merkmalsausbildung beeinfluBt. Die bei
Eukaryonten vorkommenden Transposonen
werden in zwei Klassen eingeteilt: Elemente der
Klasse I transponieren iiber ein RNA-Interme-
diat mit Hilfe einer Reversen Transkriptase,

sen Laborstimmen keine Transposonen nach-
gewiesen. Im Gegensatz dazu wurde fiir den
Discomyceten Ascobolus immersus schon in den
achtziger Jahren genetische Instabilitit beobach-
tet [3], der erste Hinweis auf die Existenz von
transponierbaren Elementen.

Fiir die Identifizierung von Transposonen in
Hyphenpilzen wurde daher zum einen Ascobo-
lus immersus verwendet, zum anderen ein bio-
technologisch relevanter Pilz, Tolypocladium in-
flatum, der Produzent des Immunosuppressi-
vums Cyclosporin.

_»)

[
B —§=> tnp157

Abb. 1: Alternatives SpleiBen von Restless. Schematische Darstellung des Transposons Restless
(oben), darunter das Primdrtranskript (Prd-mRNA, roter Pfeil) und je nach Verwendung der

beiden 3°-SpleiBstellen (A, B) tnp803 oder tnp157.

Erlduterung der Symbole: griine Dreiecke: ,target site duplications,, (TSD); rote Dreiecke:
terminale, invers repetitive Sequenzen (TIR); blaue Pfeile: subterminale kurze Wiederholungsse-
quenzen; offener Pfeil mit rotem Farbverlauf: offener Leserahmen, von Intron (hellgelb)
unterbrochen; blaues Oval: DNA-Binde-Motiv; griines, blaues und gelbes Rechteck: Konsensus-

motive von hAT-Transposasen;

Klasse II-Elemente sind auf der DNA-Ebene
mittels einer Transposase durch Exzision und
Reintegration mobil [1, 2].

Zu Beginn der neunziger Jahre waren fiir alle
wichtigen Organismengruppen Transposonen
nachgewiesen worden, allerdings mit Ausnah-
me der Hyphenpilze; gerade diese sind aber fiir
die Biotechnologie und als Krankheitserreger bei
Pflanzen, Tieren und dem Menschen von gro-
Ber Bedeutung. AuBlerdem bietet die Verwen-
dung von Hyphenpilzen wegen ihrer relativ klei-
nen Genome deutliche Vorteile fiir bestimmte
Untersuchungen, zum Beispiel bei der Analyse
des Einflusses von ‘Transposonen auf die Ge-
nomstruktur und Organisation. Die tiblicherwei-
se verwendeten Laborstimme der klassischen
Untersuchungsobjekte Aspergillus nidulans und
Neurospora crassa erwiesen sich jedoch als gene-
tisch sehr stabil, und tatsiichlich wurden in die-

Nachweis von repetitiven Sequenzen in
Hyphenpilzen

Transposonen sind meist in groferen Kopien-
zahlen im Genom vorhanden und werden da-
her zu den repetitiven DNA-Elementen gezihlt.
Die Charakterisierung repetitiver DNA war da-
her ein erster Schritt zur Identifizierung von
"Transposonen in Hyphenpilzen, da zum Beispiel
heterologe Sonden nicht zur Verfiigung standen
[4, 5]. Da der Gehalt an repetitiven Sequenzen
in Hyphenpilzen insgesamt relativ gering ist und
die meisten Gene nur einmal im Genom vor-
kommen, war davon auszugehen daf3 — abgese-
hen von den vermuteten Transposonen —ledig-
lich die IDNA-Gene repetitiv vorliegen. Bei der
differentiellen Hybridisierung von Lambda-
Genbinken mit Ascobolus-und Tolypocladium-
DNA enthielten 6 % Lambda-Klone repetitive
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Sequenzen, zumeist IDNA-Gene, und 0,5 bis
1% der Lambda-Klone die gesuchten nicht-ri-
bosomalen repetitiven DNA-Spezies [6, 5]; diese
wurden daraufhin iiberpriift, ob es sich bei ih-
nen tatsiichlich um Transposonen handelt. Da-
bei wurde unter anderem aus Ascobolus immersus
ein Retroelement (unversff. Daten) und aus
dem Hyphenpilz Tolypocladium inflatum
(ATCC34921) das Klasse II-Transposon Restless
identifiziert [7].

Struktur des Ac-dhnlichen Transposons
Restless aus Tolypocladium inflatum

In einem Lambda-Klon, der repetitive DNA aus
T. inflatum enthielt, wurde eine 4097 Bp groe
Insertion identifiziert, die von 20 Bp-langen ter-
minalen invers repetitiven Sequenzen (TIR)
flankiert wird (Abb. 1). Im Genom des
ATCC34921-Stammes kommen etwa 15 Kopi-
en dieser Sequenz vor. Die Elemente werden
von 8 Bp-langen sogenannten ,,target site du-
plications“ (TSD) flankiert, wic sie bei Trans-
posonen als Folge des Integrationsprozesses
entstehen. Damit wies das repetitive Element
die strukturellen Merkmale von Transposonen
auf. Durch die Sequenzanalyse wurde ein gro-
Ber, von einem Intron unterbrochener Leserah-
men identifiziert, dessen abgeleitete Aminosiu-
re-Sequenz konservierte Sequenzmotive auf-
weist, die typisch fiir Transposasen der soge-
nannten #AT -Familie sind. Hierzu werden eine
Reihe von Transposonen gezihlt, die gemein-
same Eigenschaften aufweisen [8], wie kurze,
teilweise konservierte TIR oder die bei der In-
tegration in die genomische DNA hervorgeru-
fene acht Basenpaare lange TSD. Zu den be-
kanntesten Vertretern der #A7-Familie gehort
das Transposon Actrvator (Ac) aus Mais [9]. Auf-
grund der strukturellen Organisation und der
Sequenzhomologien des in 7. inflatum gefunde-
nen Elementes handelt es sich ganz offenbar um
ein Transposon, dem wir den Namen Rest/ess
gaben [7]. Es unterscheidet sich von allen an-
deren mittlerweile fiir Hyphenpilze beschriebe-
nen ‘Transposonen, die entweder Klasse I-Ele-
mente darstellen oder zur Tel/Mariner-Gruppe
gehoren [10].

Funktionsanalyse von Restless

Wie bereits erwiihnt, lieBen Sequenzvergleichen
daraufschlieBen, da3 das Transposon Res#/ess fiir
ein Genprodukt kodiert, das die Funktion ei-
ner Transposase hat. Obwohl die Aminosiure-
sequenzen von Transposasen recht unterschied-
lich sind, lassen sich bei denen der ZA7-Familie
drei konservierte Sequenzmotive erkennen, die
auch bei Restless gefunden wurden. Als erster
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