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Frostschutzproteine antarktischer und arktisch-borealer Fi-
sche: Klonierung, gentechnologische Produktion und Anwen-

dung

Gefrierschutzproteine aus dem Blut sowie ver-
schiedener Organe antarktischer Fische sind fiir
die Kryo-Konservierung eine sehr attraktive
Substanz, da sie in hoheren Konzentrationen
nicht toxisch, in Puffern gut loslich sind und
keine signifikante Verinderung der Osmolaritit
zeigen (RUBINSKY er al., 1992). Bekannt sind
drei Typen von ,antifreeze polypeptides™ (AFP)
und ein Typ des ,antifreeze glycopeptide™
(AFGP). AFGP’s sind Polymere des Glycotri-
peptids Ala-Ala-Thr, wobei das Disaccharid N-
Acetyl-Galactosamin-Galaktose o-glycosidisch
an die OH-Gruppe des Threonins gebunden ist.
Durch die Anlagerung an Eiskristalle inhibieren
die Proteine deren Wachstum, was eine Emiedri-
gung des Gefrierpunkies zur Folge hat. Beson-
ders interessant ist es zu priifen, ob diese Sub-
stanzen in der medizinischen Technologie fur die
Konservierung von menschlichen und tierischen
Zellen, Geweben oder ganzer Organe genutzt
werden konnen. Es konnte bereits gezeigl wer-
den, daB AFGP und AFP die Rekristallisation in
gefrorenen Geweben und Zellverbinden hemmen
(KNIGHT et al., 1995; YEH er al., 1994).

Mit Hilfe gentechnologischer Methoden sollen
die Gefrierschutzproteine auf der Basis ihrer
DNS-Sequenz einer einfachen Analyse zugang-
lich gemacht werden. Zu diesem Zweck wurden
zunichst ¢-DNS-Genbibliotheken verschiedener
Arten der Nototheniidae (Trematomus hansoni,
Trematomus lepidorhinus, Pogonophryne scott,
Pogonophryne marmorata, Aethotaxis mitop-
teryx, Bathydraco marri, Chaenodraco wilsoni,
Artedidraco oraniae, Chionodraco myersi, Gerla-
chea australis, Cryodraco antarcticus) sowie
nicht-notothenioider Arten (Muraenolepis sp..
Zoarcidae) hergestellt. Die ¢-DNS ist das Pro-
dukt der reversen Transkription der m-RNS, die
aus der Leber, dem Syntheseort der Gefrier-
schutzproteine, isoliert wurde. Sie enthilt somit
nur die codierenden und keine Intron-Sequenzen.
Zur Reinigung der m-RNS aus der gesamien
RNS iiber oligo-dT-Cellulose sowie zur Um-

schreibung in die c-DNS mit Hilfe eines oligo-
dT-Primers wird der Poly-Adenin-Schwanz am
3'.Ende eukaryontischer Gene genutzt. DNS-
Fragmente mit GroBen zwischen 1 und 10 Kilo-
basen wurden in geeignete Vektoren kloniert und
in Escherichia coli vermehrt.

Diese Genbibliotheken werden nach den fiir die
Gefrierschutzproteine codierenden Genen mit
entsprechenden Gensonden, Sequenzen, die gegen
diese Gene gerichtet sind, durchsucht. Als Son-
den dienen Oligonukleotide, die anhand der aus
Notothenia coriiceps bekannten c-DNS-Sequenz
des ,Anti-Freeze-Glyco-Protein® AFGPS8
(HSIAO et al., 1990) abgeleitet wurden. Durch
Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonden
mit der c-DNS identifizierte positive Klone
werden sequenziert, d. h. die Nukleotidabfolge
der klonierten Fragmente bestimmt. Auf diese
Weise identifizierte AF(G)P-c-DNS-Sequenzen
sollen als spezifische Gensonden emeut zum
Durchsuchen der Genbibliotheken —eingesetzt
werden, um die codierende Sequenz vollstindig
zu erfassen.

Dariiberhinaus sollen gegen die Gefrierschutzpro-
teine gerichtete Antikorper zum Auffinden der
Gene dienen. Die fiir ein AF(G)P codierende
komplette ¢-DNS soll in einen Baculovirus-
Expressionsvektor umkloniert und in Insekten-
zellen exprimiert werden. Dieses Expressionssy-
stem ist fiir seine hohe Produktivitit bekannt
und bietet gegeniiber prokaryontischen Systemen
den Vorteil, daB posttranlationale Modifizierun-
gen wie z. B. Glykosilierungen ausgefiihrt wer-
den. Die anschlieBende Reinigung der rekombi-
nanten Proteine konnte iiber einen vom Vektor
eingefiihrten N-terminalen Histidinanker mittels
Metall-Chelat-Chromatographie erfolgen. Die
biologische Aktivitit der Proteine <die Voraus-
setzung fiir ihre Verwertbarkeit in Versuchen zur
Kryo-Konservierung- LBt sich einfach iiber ihre
Fihigkeit zur Gefrierpunktserniedrigung
(SCHNEPPENHEIM, 1978) nachweisen.
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