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7 Anhang

7.1 Reinigung von heterodimerem humanem wt - NAC

Im folgenden sind beispielhaft die Chromatogramme und SDS-PAGE
Ergebnisse der Fraktionen fir eine Reinigung von heterodimerem wt — NAC aus
H. sapiens dargestellt. Nach dem Aufschluss wurde der Rohextrakt im ersten Schritt
uber Ni-Affinitatschromatographie (Ni-NTA, Qiagen) aufgetrennt und das vereinigte
Eluat Uber Nacht bei 4°C mit Thrombin verdaut. Danach wurden die im folgenden
illustrierten Schritte der Heparin Chromatographie (20HE, POROS), Anionen
Austausch Chromatographie (PL-SAX, PolymerLabs) und Gelfiltration (S75,
Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Die Fraktionen der Gelfiltartion wurden

vereinigt und fur die weiteren Versuche verwendet.
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Abbildung 46 Heparin Chromatographie (20HE, POROS). Die Abbildung zeigt das
Chromatogramm und die SDS-PAGE Ergebnisse der jeweiligen Fraktionen.
Markiert sind die Banden von o und § NAC. Die beiden ersten Spuren am
linken Rand vor der Langenmarker Spur zeigt das Eluat der Ni-
Affinitatssaule vor und nach dem Thrombinverdau. Verwendet wurden die
folgenden Losungen: Lésung A: 20 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 ;
1 mM EDTA. Lésung B entspricht Lésung A plus 1 M NaCl.
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Abbildung 47 Anionen Austausch Chromatographie (PL-SAX, PolypmerLabs). Die
Abbildung zeigt das Chromatogramm und die SDS-PAGE Ergebnisse der
jeweiligen Fraktionen. Markiert sind die Banden von o- und B-NAC. Die
verwendeten Puffer entsprechen denen der Heparin Chromatographie.
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Abbildung 48 Gelfiltration (Superdex HiLoad S75, Amersham Biosciences). Verwendeter
Puffer: 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 1 mM EDTA.
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7.2 Kristallisation von heterodimerem humanem wt - NAC

In den Kristallisationsansdtzen von heterodimeren wt — NAC zeigte sich in
geringer Abhangigkeit zum Fallungsmittel entweder Phasenseparation, bzw. bei hoher
Proteinkonzentration Olbildung, bei der das Protein sich in einer eigenen fliissigen
Phasen anreicherte (Abbildung 49). Die separierte Proteinphase zeigte fur einige
Ansatze ein glasartiges Verhalten. Der in Abbildung 49 C gezeigte Feststoff enthalt das

Protein, zeigt kein kristallines Verhalten und beugt keine Rdntgenstrahlung.

Abbildung 49 Kristallisationsphanomene von wt — NAC. Die Abbildungen A — C illustrieren
das gangige Bild, das sich in Kristallisationsansatzen von humanem und
Hefe NAC unabhangig von der Art des Fallungsmittels zeigte. A
Phasenseparation oder Olbildung B Phasenseparation und Niederschlag,
der sich, wie in C gezeigt, als glasartiger Feststoff verhalt.
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7.3  Konservierung der hydrophoben Oberflachenreste in

eukaryontischem und archaebakteriellem NAC
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Abbildung 50 Sequenzvergleich des eukaryontischen a-NAC wie in Abbildung 39 gezeigt.
Die in Abschnitt 3.6.3 erwahnten hydrophoben exponierten Seitenketten sind
in Gelb dargestellt.
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Abbildung 51
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Sequenzvergleich des eukayontsichen B-NAC wie in Abbildung 39 gezeigt.
Die in Abschnitt 3.6.3 erwahnten hydrophoben exponierten Seitenketten sind
in Gelb dargestellt.
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Abbildung 52 Sequenzvergleich des archaebakteriellen NAC wie in Abbildung 39 gezeigt.
Die in Abschnitt 3.6.3 erwdhnten hydrophoben exponierten Seitenketten sind
in Gelb dargestellt.
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