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Heterologe Expression des humanen B,-adrenergen Rezeptors in Semliki Forest Virus-
Expressionssystem

Zusammenfassung

Der humane Bp-adrenerge Rezeptor besitzt sieben Transmembrandoménen und gehort zur
Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Der Rezeptor ist an der
Zelloberflache lokalisiert und kann nach Bindung extrazelluldrer Signalstoffe intrazellulére
Antworten auslésen. Als physiologische Liganden des .-adrenergen Rezeptors dienen
hauptséchlich die Katecholamine wie Noradrenalin. Nach der Bindung des Liganden kann der
Rezeptor an ein stimulatorisches G-Protein (Gs) koppeln und durch Aktivierung der
Adenylatzyklase die intrazellulare cAMP-Konzentration regulieren.

Aufgrund der grofRen pharmakologischen Bedeutung von GPCRs ist es wichtig, die
dreidimensionale Struktur dieser Rezeptoren aufzuklaren. Da die GPCRs im nativen Gewebe
nur in geringen Mengen vorkommen, missen sie heterolog Uberproduziert und zur
Strukturaufkl&rung gereinigt werden. In dieser Arbeit wurde das Semliki Forest Virus (SFV)-
Expressionssystem zur Produktion des (3,-adrenergen Rezeptors etabliert und optimiert.

Die Optimierung des SFV-Expressionssystems erfolgte zundchst bei der Produktion von
rekombinanten Viren. Die in vitro Transkriptionsreaktion wurde zur Verbesserung der RNA-
Ausbeute untersucht. AnschlieBend wurde eine optimale Bedingung fir die Elektroporation
gefunden. Dabei konnte einen Virustiter von 7,5 x 10° infektiése Partikel pro ml erreicht
werden.

Zur Produktion des Rezeptors in Sdugerzellen wurden sieben rekombinante Viren hergestellt.
Verschiedene N- und C-terminale Fusionen wurden im Hinblick auf einen moglichen Einfluss
auf die Rezeptorproduktion untersucht. Fir das Gen des Kapsid-Proteins (CAP) des Semliki-
Forest-Virusgenoms konnte eine deutliche Steigerung der Rezeptorproduktion gefunden
werden. Auch die Kozak-Sequenz und das Hamagglutinin (HA)-Signal-Peptid zeigten einen
positiven Einfluss auf die Rezeptorproduktion.

Die heterologe Proteinexpression wurde in verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dal’ die BHK-21-Zellen fir die Produktion in groRen Mengen am besten geeignet sind.
Die Expressionsrate des Rezeptors in BHK-21-Zellen stieg mit zunehmender
Infektionsmultiplizitdt (MOI). Durch Zugabe von Liganden Alprenolol ins Kulturmedium
konnte eine weitere signifikante Steigerung von Rezeptorproduktion erzielt werden. So
konnte in adhdrenten BHK-21-Zellen 20 Stunden nach der Infektion bei einer MOI von 150
und 2 pM Alprenolol im Medium eine Produktionsrate von 49,6 pmol Rezeptor pro mg
Membranprotein erreicht werden. In Suspensionskultur konnte eine Produktionsrate von 36,0



pmol Rezeptor pro mg Membranprotein erreicht werden. Damit konnten 0,2 mg Rezeptoren
aus 1 Liter Suspensionskultur produziert werden. Die Rezeptorproduktion in
Suspensionskultur kénnte jedoch weiter verbessert werden.

Mit Immunogoldmarkierung konnte eine Uberwiegende Lokalisation des Rezeptors im
endoplasmatischen Retikulum festgestellt werden. Ein N-Glykosylierung des Rezeptors
konnte nachgewiesen werden. Die Glykosylierung gehdrt zum mannosereichen Typ. Fur den
Rezeptor wurde eine Dissoziationskonstante von 2,7 nM konnte fir Liganden [*H]-CGP-
12177 bestimmt. Durch Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration wurde die
vollstandige Funktionalitat des rekombinanten Rezeptors nachgewiesen.

Fur die Membranpraparation wurde ein Protokoll erarbeitet, womit ca. 120 mg
Membranprotein aus 1 Liter Zellkultur gewonnen werden konnten. Bei der anschlielenden
Solubilisierung des Rezeptors mit 1,5 % n-Dodecyl-/4-D-maltosid bei pH 7,4 und 100 mM
NaCl konnte eine Ausbeute von ca. 100% erreicht werden.

In dieser Arbeit konnte nach verschiedenen Versuchen gezeigt werden, dal} eine Reinigung
uber Immobilisierte Metallchelat-Affinitdtschromatographie (IMAC) in einem einzigen

Schritt nicht moglich war.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind membranstindige Rezeptorproteine mit
siecben Transmembrandominen, deren Signaliibertragungsmechanismus an eine Aktivierung
GTP-bindender Proteine (kurz G-Proteine) gekoppelt ist. Die GPCRs konnen eine dullerst
groBe Vielfalt an externen Signalen empfangen. Die Signalmolekiile umfassen Photonen,
Kationen, Nukleotide, Lipide, Peptide, Proteine, Hormone, Neurotransmitter, Geruchs- und
Geschmacksstoffe (Ubersichtsartikel: Gudermann et al., 1995; Ji et al., 1998). Die
Signaltransduktion iiber GPCRs ist bei vielen physiologischen und pharmakologischen
Prozessen von grofler Bedeutung, und Funktionsstérungen von GPCRs konnen zu
schwerwiegenden Krankheiten fiihren (Ubersichtsartikel: Marchese et al., 1999; Gudermann
et al., 2000; Schoneberg et al., 2002).

Mit rund 2000 beschriebenen Rezeptortypen (>1% des Genoms) gehdren die GPCRs zu den
groBten Proteinfamilien bei Wirbeltieren (Ubersichtsartikel: Bockaert & Pin, 1999). Bei der
Analyse des Human-Genom-Projekts wurden 616 humane Gene gefunden, die fiir die GPCRs
kodieren (Venter et al., 2001). In der neusten Untersuchung konnten iiber 800 Gensequenzen
fiir GPCRs im menschlichen Genom identifiziert werden (Takeda et al., 2002; Fredriksson et
al., 2003).

Die GPCRs stellen bedeutende pharmakologische Zielstrukturen dar. Es wurde geschitzt,
dass mindestens ein Drittel aller derzeit auf dem Markt befindlichen Arzneimittel gegen diese
Rezeptoren gerichtet sind (Ubersichtsartikel: Flower, 1999; Sautel & Milligan, 2000; Robas et
al., 2003). Medikamente fiir die Behandlung von durch GPCR regulierten Krankheiten stehen
fiir ein weltweites Verkaufsvolumen in Milliardenhdhe (www.woodmac.com/pharmresqt.
htm). Das Potenzial von auf GPCR basierenden Medikamenten ist allerdings noch lange nicht
ausgeschopft, da bisher erst 10 % der GPCRs als pharmakologische Targets genutzt werden
(Vassilatis et al., 2003). Desweitere gibt es bis zu 200 sogenannte Orphan GPCRs, deren
Sequenzen im Genom identifiziert wurden, Liganden und Funktionen jedoch unbekannt sind
(Ubersichtsartikel: Pierce et al., 2002). Durch die Bestrebungen, die entsprechenden Liganden
zu finden, wurden in den letzten Jahren eine Reihe endogener Substanzen als wichtige
Agonisten fiir Orphan GPCRs identifiziert, wie z.B. der Neurotransmitter Hypokretin/Orexin
(Ubersichtsartikel: Howard et al., 2001), das Peptidhormon Ghrelin (Ubersichtsartikel:
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Kojima et al., 2001), das Insulin-dhnliche Hormon Relaxin (Hsu et al., 2002) und die
sogenannten Spuramine (Ubersichtsartikel: Davenport, 2003).

Klassifikation der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die GPCRs werden aufgrund von Sequenzhomologien in sechs Klassen (A-F) eingeteilt
(Kolakowski, 1994; Ubersichtsartikel: Strader et al., 1995; Bockaert & Pin, 1999). In
hoheren Organismen sind bisher nur Mitglieder der Klassen A-C gefunden worden. Die
GPCRs im menschlichen Genom bilden fiinf Familien: Rhodopsinfamilie, Sekretin-,
metabotroper Glutamat-, Adhésion- und Frizzled/Taste2 Rezeptorfamilie (Fredriksson et al.,

2003). Die fiinf Familien sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Bezeichnung Gruppen Mitgliederzahl

Rhodopsinfamilie ou: Prostanoid-Rezeptoren, 701 (460 Geruchsrezeptoren)
Aminrezeptoren, Opsin-
Rezeptoren, Melantonin-
Rezeptoren, Cannabinoid-
Rezeptoren, Melanokortin-
Rezeptoren

B: Hypokretin-Rezeptoren,
Tachykinin-Rezeptoren,
Neuropeptid FF-Rezeptoren,
Neuropeptid Y-Rezeptoren,
Neurotensin-Rezeptoren

y: Somatostatin-Rezeptoren,
Opioid-Rezeptoren, melanin-
concentrating hormone (MCH)-
Rezeptoren, Chemokin-
Rezeptoren

d: meiosis activating sterol
(MAS)-éhnliche Rezeptoren,

Purinrezeptoren, Glykoprotein-

Rezeptoren, Geruchsrezeptoren
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Sekretin-Rezeptorfamilie | Calcitonin-dhnliche Rezeptoren, |15
parathyroid hormone/parathyroid
hormone related peptide
(PTH/PTHrP)-Rezeptoren,
Sekretin-dhnliche Rezeptoren,
Glukagon-Rezeptor, gastric
inhibitory polypeptide (GIP)-
Rezeptor, vasoactive intestinal
peptide (VIP)-Rezeptor

metabotrope Glutamat- metabotrope Glutamatrezeptoren, |15
Rezeptorfamilie GABAg-Rezeptoren,
taste (TAS1)-Rezeptoren,

Kalzium-Sensor Rezeptor

Adhision-Rezeptorfamilie | barin-specific angiogenesis- 24
inhibitory (BAI)-Rezeptoren,
EGF LAG seven-pass G-type
(CELS)-Rezeptoren,

Lectomedin-Rezeptoren

Frizzled/Taste2- Taste2 (TAS2)-Rezeptoren 24
Rezeptorfamilie Frizzled (FZD)-Rezeptoren

Tabellel.1: Klassifikation der menschlichen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (iibernommen aus Fredriksson et

al., 2003).

Die grofite Familie stellt die Rhodopsinfamilie dar, die ca. 90% aller menschlichen GPCRs
umfasst. Diese Familie entspricht der Klasse A im A-F Klassifikationssystem. Aus dieser
Gruppe sind das Rhodopsin und die P-adrenergen Rezeptoren die bestcharakterisierten
Mitglieder. Die Rezeptoren dieser Familie besitzen ein NSxxNPxxY-Motiv in der zweiten
Transmembrandoméne und ein DRY-Motiv am Ende der dritten Transmembrandoméne. Das
DRY-Motiv, eine Asp-Arg-Tyr Konsensussequenz hat eine strukturstabilisierende Funktion
und ist vermutlich an der Signaltransduktion beteiligt. Die Bindungsstelle des Liganden liegt
meistens in einer hydrophilen Tasche, die von den transmembranen Helices gebildet wird. Die
Ausnahme sind Rezeptoren fiir grofe Liganden wie Glykoprotein-Hormone (LH, FSH, TSH),
die ausschlieBlich an die N-terminale Region binden (Ubersichtsartikel: Ji. et al., 1998).
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Die Sekretin-Rezeptorfamilie entspricht der Klasse B im A-F Klassifikationssystem. Die
Rezeptoren dieser Familie binden Peptidhormone (Ubersichtsartikel: Harmar, 2001). Die
meisten Rezeptoren besitzen eine N-terminale Signalsequenz. Der 60-80 Aminosduren lange
N-Terminus hat mehrere hochkonservierte Cysteinreste und spielt eine wichtige Rolle bei
Ligandenbindung. Fast alle Mitglieder dieser Familie regulieren den intrazelluliren cAMP-
Spiegel durch Kopplung an das G-Protein G;.

Die Familie der metabotropen Glutamatrezeptoren entspricht der Klasse C im A-F
Klassifikationssystem. Trotz kleiner Liganden besitzen die Rezeptoren dieser Familie eine
sehr groBe N-terminale Doméne (500-600 Aminosduren), auf der wahrscheinlich die
Ligandenbindungsstelle liegt.

Die Adhédsion-Rezeptorfamilie zeichnet sich durch ein oder mehrere Adhénsion-&hnliche
Motive am N-Terminus aus, wie z.B. EGF-like repeats, Mucin-dhnliche Regionen und
Cystein-reiche Doméinen, die bei der Zelladhésion beteiligt sind (Ubersichtsartikel: Hayflick,
2000; Harmar, 2001). Der N-terminale Bereich dieser Rezeptoren hat eine variable Lénge
(200-2800 Aminoséduren) und besitzt mehrere Glykosylierungsstellen und Prolinreste.

Die TAS2-Rezeptoren haben einen sehr kurzen N-Terminus. Die Rezeptoren kommen in den
Zellen der Zunge und des Gaumenepithels vor. Uber ihre Funktion ist noch wenig bekannt,
auller, dass sie Rezeptoren fiir Bittergeschmack sind (Adler et al., 2000; Chandrashekar et al.,
2000; Matsunami et al., 2000). Die FZD-Rezeptoren sind, durch die Bindung sekretierter
Glykoproteine aus der Wnt-Familie, sowohl an der Regulation der Zelldifferenzierung,
Proliferation und Morphogenese wiahrend der Embryonalentwicklung als auch an der
Regelung der Zellapoptose beteiligt (Slusarski et al., 1997). Die Rezeptoren besitzen

extrazelluldr eine Cystein-reiche Doméne, die als Bindungsstelle fiir Wnt-Proteine dient.

Struktur und Signaliibertragung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Im Jahr 2000 wurde die erste Kristallstruktur eines G-Protein gekoppelten Rezeptors —
Rhodopsin- mit einer Auflssung von 2,8 A erhalten (Palczewski et al., 2000). Diese
Strukturerkenntnisse werden verwendet, um eine Vorhersage fiir die mdgliche Struktur von
GPCRs zu machen (Krebs et al., 2003). Fiir die Rezeptoren, deren Liganden Amine oder
dhnliche kleine Molekiile sind, ist das Rhodopsinmodell bei der Berechnung der Struktur
besonders niitzlich (Ubersichtsartikel: Filipek et al., 2003). Allerdings muss man die Tatsache

beriicksichtigen, dass Rhodopsin nur eine niedrige Sequenzhomologie zu den meisten anderen
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GPCRs aufweist und wegen der Prdsenz eines inversen Agonisten (11-cis-Retinal) die
Kristallstruktur des Rhodopsins zu einem inaktiven Rezeptor gehort.

Basierend auf der Sequenzanalyse wurde fiir alle GPCRs eine &dhnliche strukturelle
Architektur vorgeschlagen (Baldwin, 1993). Die Rezeptoren bestehen aus einer
extrazelluldren N-terminalen Domine, sieben hydrophoben, a-helikalen
Transmembrandomédnen und einem C-terminalen intrazelluliren Segment. Die einzelnen
Transmembrandoménen werden intrazellulire wie auch extrazellulire durch je drei
hydrophile Schleifen miteinander verbunden. Durch eine Palmitoylierung an
hochkonservierten Cysteinen kann der C-Terminus in vielen GPCRs an der Membran
verankert werden, so dass eine vierte intrazelluldre Schleife entsteht. Jeder der sieben
Transmembranhelizes besteht aus 20-30 Aminosduren. Im Gegensatz dazu ist die Lange der
N- und C-terminalen Bereiche (7-600 Aminosduren) und der extra- und intrazelluldren
Schleifen (5-230 Aminosduren) sehr variabel.

Generell bewirkt die Bindung eines Liganden an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor eine
Konformationsdnderung des Rezeptors, die zu einer Unterbrechung der ionischen
Wechselwirkung zwischen der dritten und sechsten Transmembrandomine fiihrt (Ballesteros
et al., 2001; Shapiro et al., 2002). Diese Bewegung der Transmembrandoménen verursacht
eine intrazelluldre Oberflichendnderung des GPCRs. Die C-Termini von Transmembranhelix
2,3, 6 und 7 werden mehr exponiert (Ubersichtsartikel: Meng & Bourne, 2001). Dadurch
werden einige versteckte Aminosdurenabschnitte als Bindungsstellen fiir heterotrimere G-
Proteine zuginglich (Ubersichtsartikel: Wess, 1997; Gether & Kobilka, 1998; Gershengorn &
Osman, 2001). Das cytosolisch an den Rezeptor gebundene G-Protein verdndert ebenfalls
seine Konformation. Das im Ruhezustand an die a-Untereinheit des G-Proteins gebundene
GDP 16st sich und GTP, das in hoheren Konzentrationen in der Zelle vorhanden ist, bindet an
die a-Untereinheit. Nach diesem GDP-GTP Austausch folgt eine Dissoziation des G-Proteins
in a- und Py- Untereinheiten. Sowohl a- als auch By-Untereinheiten sind in der Lage, als
sekundire Botenstoffe intrazellulire Effektorproteine zu regulieren (Ubersichtsartikel:
Nurnberg et al., 1995; Schwindinger W.F. & Robishaw, 2001). Durch die GTPase-Aktivitat
der a-Untereinheit wird das GTP zu GDP und Pi (freiem Phosphat) hydrolysiert, worauthin
die a-Untereinheit wieder mit der - und y-Untereinheit zum inaktiven trimeren G-
Proteinkomplex reassoziert. Damit ist der Ausgangszustand wieder hergestellt
(Ubersichtsartikel: Ross & Wilkie, 2000). Eine Ubersicht {iber den G-Protein-Zyklus zeigt die
Abbildung 1.1.
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Abb.1.1: Der G-Protein-Zyklus. Im wesentlichen {ibernommen aus Offermanns, 2003. Weitere Erlduterungen

sind im Text beschrieben.

Organisation der Signaliibertragung Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Alle Zelltypen hoherer Organismen besitzen eine grofle Vielfalt von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, die mit nur einer begrenzten Anzahl von G-Proteinen interagieren. Aullerdem
kann ein einzelner Rezeptor mit verschiedenen G-Proteinen in Wechselwirkung treten
(Laugwitz et al., 1996). Neben der klassischen Signalkaskade liber G-Proteine existieren noch
mehrere alternative Signalwege fiir GPCRs. Da aber G-Protein gekoppelte Rezeptoren eine
exakte physiologische Antwort vermitteln konnen, lautet hier die Zentralfrage: Wie wird diese
hohe Spezifitit, Selektivitdt und Genauigkeit der Rezeptor/G-Protein-Interaktion ermoglicht?
Nach heutiger Meinung bildet der Rezeptor mit anderen Komponenten der Signalkaskade
einen funktionellen Komplex. Bisher wurden mehr als 50 Proteine identifiziert, die an
Bildung solcher Komplexe beteiligt sind (Ubersichtsartikel: Bockaert et al., 2003). Die
meisten dieser sogenannten GPCR-associated Proteine besitzen eine Protein-Protein-
Interaktionsdomine (z.B. PDZ, SH2 und SH3, EVH) und interagieren mit dem C-Terminus
des Rezeptors (Ubersichtsartikel: Pierce et al., 2002; Hall & Lefkowitz, 2002; Bockaert et al.,
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2003). Durch Bildung supramolekularer Komplexe wird die Geschwindigkeit der
Signaltransduktion erhoht und die Spezifitit und Sensitivitit der Signalverarbeitung gesichert.
Die Mikrodoménen der Plasmamembran, wie z.B. Lipid Rafts und Kaveolae, konnen auch als
funktionelle Komplexe angesehen werden. Rafts und Kaveolae enthalten Molekiile der
Signaltransduktion (GPCRs, heterotrimere G-Proteine, Kinasen der Src-Familie, GPI-
verankerte Proteine, Ras, PKC-a, PLC-y, Adenylylcyclasen) und sind an der Organisation
und Kompartimentierung von Signalwegen beteiligt (Ubersichtsartikel: Simons & Ikonen,

1997, Pike, 2003).

Dimer- und Oligomer-Bildung von GPCR

In dem klassischen Modell der Signaltransduktion agieren G-Protein gekoppelte Rezeptoren
und G-Proteine mit einer Stochiometrie von 1:1 miteinander. In der letzten Zeit wurden
jedoch immer mehre Indizien zusammengetragen, die fiir eine Oligomerisierung der GPCRs
sprechen (Ubersichtsartikel: Rios et al., 2001; Bouvier, 2001; Devi, 2001). Viele Rezeptoren
konnen Homodimere bilden, wie z.B. der [;-adrenerge Rezeptor, Bradykinin-Rezeptoren,
Dopamin-Rezeptoren, Histamin-Rezeptoren, Opioid-Rezeptoren und Serotonin-Rezeptoren.
Auch Heterodimerbildung zwischen Subtypen von Rezeptoren oder zwischen verschiedenen
Rezeptoren einer Familie kommt vor. Die Dimerisierung ist erforderlich fiir den Transport
mancher Rezeptoren an die Zelloberfliche, wie z.B. GABAg-Rezeptoren, und damit essentiell
fiir die Rezeptorfunktion (Galvez et al., 2001). Am x- und &-opioid-Rezeptor konnten
Heterodimere mit neuartigen Ligandenbindungs- und funktionellen Eigenschaften gezeigt
werden (Jordan & Devi, 1999). Im allgemein wurde angenommen, dass durch Dimerbildung
der GPCRs die Spezifitit fiir Agonist und Antagonist verdndert und das Spektrum an
intrazelluldren Signalwegen erweitert wird. Welche Regionen des Rezeptors fiir die
Dimerbildung eine Rolle spielen, bleibt noch ungeklédrt. Zwei Typen von intermolekularen
Wechselwirkungen konnten jedoch in Rezeptoroligomeren gezeigt werden: extrazelluldre

Disulfidbriicken und Interaktionen zwischen Transmembrandoménen.

1.2 Die adrenergen Rezeptoren

Der B;-adrenerge Rezeptor wird als Prototyp der GPCRs betrachtet und gehort zu der Gruppe

der adrenergen Rezeptoren. Die Liganden dieses Rezeptortyps sind die Katecholamine. Als
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Katecholamine werden die Substanzen Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin
zusammengefasst. Die Katecholamine konnen sowohl als Neurotransmitter wie auch als
Hormon agieren. Im  Zentralnervensystem (ZNS) werden Katecholamine in
Nervenzellgruppen des Hirnstamms und des Hypothalamus synthetisiert. Im peripheren
Nervensystem ist Noradrenalin der wichtigste Neurotransmitter sympathischer Nervenzellen
von Sdugern und regelt die Spannung von glatten Muskelzellen in GefdBwéinden und
Atemwegen (Ubersichtsartikel: Nagatsu & Stjarne, 1998; Schulz et al., 2004).

Die Synthese und Freisetzung von Katecholaminen wird ausgeldst durch Reize wie Angst,
Schmerz, Kilte, Hitze und Stress. Im Hypothalamus und im Hirnstamm wird die Antwort
darauf initiiert und durch den Neurotransmitter Acetylcholin zu einer Stimulation des
Nebennierenmarks weitergegeben, wodurch die beiden Hormone Adrenalin und Noradrenalin
ausgeschiittet werden. Dabei bestehen die aus dem Nebennierenmark freigesetzten
Katecholamine zu ca. 80% aus Adrenalin und zu ca. 20% aus Noradrenalin.

Adrenalin und Noradrenalin binden an G-Protein gekoppelte a- und B-adrenerge Rezeptoren.
Aufgrund pharmakologischer Unterschiede in der Ligandenbindung und des nachgeschalteten
Effektorsystems unterscheidet man zwischen o-, op- und [-adrenergen Rezeptoren
(Ubersichtsartikel: Bylund et al., 1994). Jede dieser 3 Hauptklassen konnte weiter in jeweils 3
Subtypen eingeteilt werden. Diese Einteilung beruht auf unterschiedlichen Sequenzen.

Die a,-Rezeptoren sind an G-Proteine der G, Familie gekoppelt (Ubersichtsartikel: Hague et
al.,, 2003). Uber die Aktivierung der Phospholipase C wird Inosittriphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) gebildet. IP; mobilisiert Ca®" aus intrazelluldren Speichern, wie z.B.
dem sarkoplasmatischen Reticulum. Physiologisch fiihren aktivierte o;-Rezeptoren zur
Vasokonstriktion arterieller Blutgefile und damit zu eine Verstirkung des Blutflusses
(Ubersichtsartikel: Graham et al., 1996). Die Erregung der o,-Rezeptoren fiihrt iiber Gi-
Protein zu Deaktivierung der Adenylatzyklase (Ubersichtsartikel: MacMillan et al., 1998).
Dadurch sinkt der intrazelluldire cAMP-Spiegel und damit die Aktivitdt der Proteinkinase A.
Es kommt zur Hemmung der Lipolyse.

Die B-adrenergen Rezeptoren aktivieren die Adenylatzyklase iiber das Gs-Protein und
bewirken damit einen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration (Ubersichtsartikel:
Fraser & Venter, 1990). Im Herz wird dadurch der intrazellulire Calciumspiegel erhdht, in
der glatten Muskulatur wird dagegen durch einen Netto-Ausstrom von Ca®" und Speicherung
im sarkoplasmatischen Retikulum die intrazelluldre Calciumkonzentration gesenkt. Der [3;-

adrenerge Rezeptor kommt iiberwiegend im Herz und in den Blutgefdlen vor, wo er unter



Einleitung

anderem fiir die Regulation des Blutdrucks und der Plusfrequenz mitverantwortlich ist. Der

Bo-adrenerge Rezeptor kommt unter anderem in der Leber und den glatten Muskelzellen, der

Lunge und der Gebidrmutter vor, wo er flir die Kontraktion bzw. die Relaxation der

Muskelzellen verantwortlich ist. Der [s-adrenerge Rezeptor kommt hauptsdchlich im

Fettgewebe vor und reguliert den Lipidstoffwechsel (Ubersichtsartikel: Strosberg, 1997).

Eine Zusammenfassung iiber Vorkommen und Wirkung der adrenergen Rezeptoren zeigt die

Tabelle 1.2.
Vorkommen Physiologische Wirkung Rezeptor

Herz Herzfrequenz T B1
Uberleitungsgeschwindigkeit T
Kontraktilitdt T

Niere Freisetzung von Renin T Bi

Glatte Muskulatur Kontraktion o

GefaBe (v.a. Arteriolen) |Erschlaffung B>

Uterus

Bronchiolen

Magen-Darm-Trakt Kontraktion o

Langsmuskulatur Erschlaffung a2, B2

Sphinkteren

Urogenital-Trakt Kontraktion o

Sphinkter vesicae Erschlaffung B2

Vas deferens

Auge Mydriasis o

M. dilatator pupillae

Haut Kontraktion o

M. erector pili

Leber Glykogenolyse T B2

Skelettmuskulatur Glykogenolyse T B2

K’ -Aufnahme T

Tremor T
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Fettgewebe Lipolyse T B2, B3
Lipolyse ¥ o
Speicheldriisen K*-H,0-Sekretion T o
Amylase-Sekretion T Bi
Pankreas Insulinfreisetzung T B2
Insulinfreisetzung d o
Thrombozyten Aggregation T o
Mastzellen Degranulation T o
Medulla Oblongata Barorezeptorenreflex T o

Tabelle 1.2: Die Lokalisation und Wirkung adrenerger Rezeptoren (aus Forth/Hentschler/Rummel, Allgemeine

und spezielle Pharmakologie und Toxikologie).

1.2.1 Der B,-adrenerge Rezeptor

Der humane B,-adrenerge Rezeptor hat 413 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 45
kDa. Der p,-adrenerge Rezeptor ist ein Glykoprotein. Der N-terminale Bereich ist
extrazelluldr lokalisiert und besitzt drei Konsensussequenzen fiir die N-Glykosylierung.
Allerdings wirkt sich eine Deletion dieser Glykosylierungsstellen nicht auf die
Ligandenbindung aus (Rands et al., 1990; Strosberg & Marullo, 1992). Der C-Terminus hat
mehrere Phosphorylierungsstellen, die von verschiedenen Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase
A, B-AR-Kinase) erkannt und phosphoryliert werden (Ubersichtsartikel: Collins et al.,
1991b). Der Rezeptor verfiigt extrazellulédr iiber vier Cysteine, zwei konservierte und zwei
nichtkonservierte. Bei diesem Rezeptor werden die Disulfidbriicken, anders als bei anderen
GPCRs, zwischen je einem konservierten und einem nicht-konservierten Cystein (Cys'*-
Cys"" und Cys'**-Cys'"") gebildet. Beide Disulfidbriicken spielen eine wichtige Rolle bei der
Ligandenbindung und kénnen die Ligandenbindungstasche stabilisieren (Noda et al., 1994).

Durch Mutationsanalyse konnten die wichtigen Aminosédurereste identifiziert werden, die
wahrscheinlich an der Ligandenbindung des [,-adrenergen Rezeptors beteiligt sind. Diese
Aminosiurereste befinden sich in fast allen Transmembranhelices: Asp”® in TMIIL; Trp'®,
Thr''" und Asp113 in TMIIL; Ser'® in T™MIV; Ser2°3, Ser’™ und Ser”” in TMV; Asn®” in
TMVI, Tyr308 und Asn’™ in TMVII (Dohlman et al., 1988; Mitchell et al., 1989;
Suryanarayana et al., 1993; Wieland et al., 1996; Isogaya et al., 1999; Liapakis et al., 2000).

10
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Die beide Serinreste in Transmembrandoméne V bilden Wasserstoffbriicken zu meta- und
para-Hydroxygruppe des Katecholamins. Die protonierte Aminogruppe und aliphatische

Hydroxygruppe des Katecholamins stehen in Wechselwirkung mit Asp'" und Ser'® ebenfalls

iiber Wasserstoffbriicken (Isogaya et al., 1999).
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Abb.1.2: Schematische Darstellung des [,-adrenergen Rezeptors (www.gpcr.org). Blau markiert sind die

moglichen Aminoséurereste, die an der Ligandenbindung beteiligt sind. Das DRY-Motiv ist rot markiert.

1.2.2 Regulation des B,-adrenergen Rezeptors

Die Signaltransduktion des P,-adrenergen Rezeptors unterliegt einer strengen Kontrolle. Die
Regulation kann auf unterschiedliche Arten erfolgen. Auf transkriptioneller Ebene kann im
Sinne einer Up- oder Down-Regulation die Anzahl an Rezeptoren auf der Zelloberfldche

verindert werden (Ubersichtsartikel: Ferguson, 2001). In der 3’-flankierenden Region des

11
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humanen [(,-AR Gens konnen mehrere GRE-Konsensussequenzen (,,Glucocorticoid-
responsive elements®) identifiziert werden (Emorine et al., 1987), welche an die
Glucocorticoid-Rezeptoren binden konnen und dadurch die Transkription des B,-AR Gens
erhohen (Mak et al., 1995). Die Transkription des P,-AR Gens kann auch durch
Agonistbindung an den Rezeptor reguliert werden. Der aktivierte (,-adrenerge Rezeptor
bewirkt eine erhohte cAMP-Synthese {iber das Enzym Adenylatcyclase. Das cAMP stimuliert
die Transkription durch einen Transkriptionsfaktor, der spezifisch an die CRE-Sequenzen
(,,.cyclic AMP-responsive elements®) in der 5’-Region des 3,-AR Gens bindet (Collins et al.,
1990; Ubersichtsartikel: Collins et al., 1991a).

Die Regulation der P;-adrenergen Rezeptoren iliber Gentranskription tritt erst Stunden bis
Tagen nach der Agonistenbindung auf. Eine weitere Moglichkeit der Regulation stellt die
Rezeptorphosphorylierung dar, die innerhalb von Sekunden bis Minuten erfolgt. Im C-
Terminus des [3;-adrenergen Rezeptors findet man eine Gruppe Serin- und Threoninreste, die
nach der Stimulierung des Rezeptors phosphoryliert werden (Bouvier et al., 1988). Fiir diese
Phosphorylierung spielen die G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) eine wichtige
Rolle. Sieben zur Familie der GRK gehoérenden Proteinkinasen wurden bisher identifiziert,
von denen die PB-adrenerge Rezeptorkinase, BARK1 (GRK2), am besten untersucht ist. Die
Interaktion der BARKI1 mit dem [,-adrenergen Rezeptor fithrt zu einer allosterischen
Aktivierung, worauf sie in der Lage ist, den Rezeptor zu phosphorylieren (Chen et al., 1993).
Durch die GRK-abhingige Phosphorylierung des P,-adrenergen Rezeptors und die dadurch
verstirkte Bindung zu p-Arrestin werden, (wodurch eine weitere Aktivierung von G-
Proteinmolekiilen gehemmt wird) neben der Abkopplung des Rezeptors von G-Proteinen,
Endozytose, Internalisierung oder Sequestration des Rezeptors eingeleitet (Laporte et al.,
2000; Ubersichtsartikel: Lefkowitz, 1988; Ferguson, 2001). Die internalisierten Rezeptoren
werden dann entweder in Lysosomen degradiert oder aber nach ihrer Dephosphorylierung

zuriick an die Zelloberfldche transportiert, wo sie erneut Liganden binden kénnen und auch

wieder aktivierbar sind (Abb.1.3).
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Abb.1.3: Regulation des B,-adrenergen Rezeptors durch GRK. Im wesentlichen {ibernommen aus Pierce et al.,

2002. Weitere Erlduterungen sind im Text beschrieben. L: Ligand; P: Phosphat.

Unabhéngig von der BARKI1 kann der P,-adrenerge Rezeptor durch das cAMP-abhéngige
Enzym Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden (Hausdorff
et al., 1989; Ubersichtsartikel: Collins, 1993). Dadurch werden nicht nur aktivierte
Rezeptoren phosphoryliert, sondern ebenfalls Rezeptoren, die kein Signalmolekiil gebunden
haben. Durch die Regulation iiber PKA und PKC wird die Aktivitit unterschiedlicher GPCRs
einer Zelle reguliert, die &hnliche Signaltransduktionswege benutzen, aber durch
unterschiedliche Liganden aktiviert werden. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass durch
die Phosphorylierung iiber PKA die Kopplung von B,-AR an Gs-Protein zu Gj-Protein
umschaltet (Zamah et al., 2002).

Bei dem B,-adrenergen Rezeptor wurde eine Palmitoylierung an Cys**' nachgewiesen
(O'Dowd et al., 1989). Die Palmitoylierung wurde durch eine Agonist-Stimulation reguliert
und ist relevant fiir die G-Protein-Kopplung (Mouillac et al., 1992; Moffett et al., 1993). Die
zwei Serin-Reste, die sich in der Ndhe der Palmitoylierungsstelle des B,AR befinden, dienen
als potentielle Phosphorylierungsstellen der PKA. Bei Palmitoylierung des Rezeptors sind sie
vermutlich durch sterische Hinderung fiir die PKA nicht mehr zuginglich (Moffett et al.,
1996). Es wurde postuliert, dass die Palmitoylierung und die Phosphorylierung tiber GRK und

13
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cAMP-abhingige Proteinkinase die Signaltransduktion des B,ARs in einem koordinierten

Mechanismus reguliert (Moffett et al., 2001).

1.2.3. Der Gen-Polymorphismus des pB,-adrenergen Rezeptors

Das menschliche Gen fiir den [,-adrenergen Rezeptor liegt auf Chromosom 5q31-33
(Sheppard et al., 1983). Es ist sehr variabel und liegt bei der Bevolkerung in individuell
unterschiedlichen Genvarianten vor. Dieses Phidnomen wird als Genpolymorphismus
bezeichnet. Fiir das B,-AR Gen wurden 19 Polymorphismen identifiziert (Ubersichtsartikel:
Leineweber & Brodde, 2004). Die polymorphen Rezeptoren konnen verénderte Eigenschaften
zeigen, wie z.B. in Ligandenbindung, G-Protein Kopplung, Regulation und Expression. Dies
fiihrt dazu, dass bestimmte Haplotypen dieses Gens fiir viele Medikamente bei der
Behandlung von Asthma, Bluthochdruck, Herzkrankheit oder Fettleibigkeit unterschiedlich
sensitiv sind. Es gibt mindestens 3 pharmakogenetisch wichtige Varianten fiir das 3,-AR Gen
(Ubersichtsartikel: Liggett, 2000). Der Aminosdurerest an Position 16 hat entscheidender
Einfluss auf eine Asthmabehandlung mit Albuterol. Eine genetische Variation auf der
Position 27 steht offenbar mit Fettleibigkeit in Verbindung und der Aminosdurerest an

Position 164 beeinflusst die Behandlung bei kongestiver Herzinsuffizienz.

1.3 Heterologe Expression von G-Protein gekoppelten Rezeptoren

Die meisten GPCRs kommen in ihrem nativen Gewebe nur in geringen Mengen vor.
AuBerdem existieren verschiedene Subtypen des Rezeptors nebeneinander. Eine Reinigung
grofBerer Mengen reiner GPCRs aus diesen Geweben ist dann fast unmdéglich. Zur Gewinnung
grofBerer Mengen des gewiinschten Rezeptors bleibt oft nur die Moglichkeit der heterologen
Expression. Fiir die rekombinante Produktion von GPCRs stehen eine Vielzahl von
Expressionssystemen zur Verfiigung (Ubersichtsartikel: Tate & Grisshammer, 1995; Tate
2001). Die biotechnologischen Produktionsmethoden basieren hauptsidchlich auf dem Einsatz
von Bakterien, Hefen, Insektenzellen und Séugetierzellen. Fiir die Produktion von GPCRs ist
die Auswahl eines Expressionssystems von vielen Faktoren abhédngig, wie z.B.
Verwendungszweck, Ausbeute, posttranslationale Modifikationen, Zeit und Kosten. Tabelle

1.3 gibt einen Uberblick iiber die Charakteristika verschiedener Expressionssysteme.
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Die Biosynthese von Membranproteinen wie GPCRs ist ein ausgesprochen komplexer
Prozess. Dabei spielt nicht nur Transkription und die Translation, sondern auch die Faltung,
Membraninsertion und Prozessierung eine entscheidende Rolle. Oft ist ein Zusammenwirken
vieler Komponenten erforderlich. Fiir die korrekte Faltung von Membranproteinen sind oft
molekulare Chaperone beteiligt (Ubersichtsartikel: Hartl et al., 1994). Die meisten
eukaryotischen Membranproteine sind posttranslational glykosyliert, was fiir die
Funktionalitit und intrazelluldre Translokation des Proteins essentiell sein kann. Auch andere
posttranslationale Modifikationen, wie die Phosphorylierung und die Palmitoylierung, sind
fir die Funktion von Membranproteinen erforderlich (Ponimaskin et al., 2001;
Ubersichtsartikel: Resch, 1999). Die heterologe Produktion von GPCRs kann daher nur in
Systemen erfolgen, die {liber eine entsprechende Ausstattung fiir translationale Modifikationen
verfligen.

Die bakteriellen Expressionssysteme werden am haufigsten verwendet, da sie kostenglinstig
sind und der Zeitaufwand im Vergleich zu anderen Systemen gering ist (Ubersichtsartikel:
Grisshammer & Tate, 1995). Auch die Anzucht von Bakterienkulturen in Fermentern ist
unproblematisch. Zudem ist die Ausbeute an rekombinanten Protein in vielen Fillen sehr
hoch. Hier stehen eine Vielzahl von Expressionsvektoren und Bakterienstimmen zu
Verfiigung. Allerdings haben bakterielle Expressionssysteme den Nachteil, dass die
rekombinanten eukaryontischen Membranproteine oft nicht richtig gefaltet sind und
moglicherweise unlosliche Einschlusskorper (inclusion bodies) bilden. Die Entwicklung von
Riickfaltungsverfahren fiir GPCRs steht erst am Anfang und die Ausbeute an nativem
Rezeptor nach der Riickfaltung ist oft sehr niedrig (Kiefer et al., 1999). Daher scheint dieses
System fiir die Produktion von GPCRs ungeeignet zu sein.

Als niedere eukaryontische Organismen besitzen Hefen mehrere vorteilhafte Eigenschaften
fiir die heterologe Produktion von GPCRs. Die Kultivierung von Hefen ist einfach und
kostengiinstig. Die Produktion groBer Mengen an Biomasse ist im allgemeinen kein Problem,
da sich Hefen meist sehr gut im Fermenter anziehen lassen. Als Eukaryot ist die Hefe auch in
der Lage, posttranslationale Modifikationen durchzufiihren, wie z.B. Glykosylierung, Bildung
von Disulfidbriicken, proteolytische Prozessierung und Faltung. In den letzten Jahren wurden
neben Saccharomyces cerevisiae weitere Hefe-Expressionssysteme entwickelt. Vor allem
gewinnt die methylotrophe Hefe Pichia pastoris immer mehr an Bedeutung. In unserer
Arbeitsgruppe wurden verschiedene GPCRs wie der SHTsa Rezeptor aus Maus (Weil3 et al.,
1995), der humane [3,-adrenerge Rezeptor (Weil3 et al., 1998; Reinhart, 2000) und der humane
ET(B) Endothelin Rezeptor (Schiller et al., 2000) in Pichia pastoris erfolgreich produziert.
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Eigenschaft Bakterien Hefe und | Insektenzellen | S&augerzellen
Pilze
Zellwachstum Schnell mittel- Langsam langsam
schnell
Kultivierung in ja/ja ja/ja ja/ja nein/ja
Schiittelkultur/Bioreaktor
Minimalmedien Moglich moglich nicht moglich | Nicht moglich
Kosten fiir Medien Niedrig niedrig Hoch Hoch
Expressionsniveau Hoch niedrig— Niedrig — hoch |niedrig — mittel
hoch
Proteinfaltung normalerweise |in der Regel |Richtige richtige
in vitro richtige Faltung Faltung
Refolding Faltung
N-Glykosylierung nein ja, Mannose |ja, aber keine  |ja, komplex
Sialinsdure
O-Glykosylierung nein Ja Ja Ja
Phosphorylierung, nein Nein Ja Ja
Acetylierung
Acylierung

Tabellel.3 Eigenschaften verschiedener Expressionssysteme (Minning 1999).

Das Insektenzellexpressionssystem kombiniert die Vorteile der Hefesysteme und
Saugerzellsysteme. Im Vergleich zu Saugerzellen wachsen Insektenzellen schneller und sind
einfacher zu kultivieren. Sie lassen sich problemlos im Fermenter anziehen. Als hohere
eukaryontische Zellen sind sie in der Lage, rekombinante Proteine zu falten und
posttranslational zu modifizieren. Die Expression in Insektenzellen erfolgt entweder in
stabilen Zelllinien oder transient durch Infektion mit rekombinanten Viren. Fiir die
Herstellung einer stabilen Zelllinie wird in den meisten Féllen die Drosophila Schneider-2
(S2)-Zelllinie oder die Spodoptera frugiperda-Zelllinie (Sf9) eingesetzt. Die Ausbeuten sind
oft sehr gering. Mit dem Baculovirus-Expressionssystem konnen hingegen hohe
Expressionsraten erreicht werden. Mit diesem System konnten GPCRs wie der Dopamin D,

Rezeptor mit 13-20 pmol/mg Membranprotein und der SHTs, Rezeptor mit 68 pmol/mg
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Membranprotein in SF9-Zellen produziert werden (Massotte, 2003). Ferner ermoglicht eine
Koexpression verschiedener G-Proteine zusammen mit dem entsprechenden Rezeptor in
Insektenzellen die Untersuchung der Kopplung von Rezeptoren und G-Proteinen (Griinewald,
1997; Lachance et al., 1999).

Die Saugerzellen verfiigen iiber die entsprechende Ausstattung fiir die Expression von
GPCRs, die fiir die korrekte Faltung, Membraninsertion, posttranslationale Modifikation und
intrazelluldre Transport notig ist (Ramirez et al., 1999). Der groBe Nachteil liegt darin, dass
die Sdugerzellen langsam auf sehr teuren Medien wachsen, schwierig zu handhaben, und oft
nur adhdrent kultivierbar sind. Zur Produktion von GPCRs konnen zum einen stabile
Zelllinien hergestellt werden, was allerdings sehr zeitaufwendig ist (bis zu mehreren
Monaten), und zum anderen konnen virale Systeme wie das Vaccinia Virus System
verwendet werden (Ubersichtsartikel: Karschin, 1993). Vielversprechend sind die
Alphaviralen, neu etablierten Semliki Forest Virus- oder Sindbis Virus Expressionssysteme
(Ubersichtsartikel: Herweijer & Wolff, 1997). Da diese beiden Viren auch humanpathogen
sind, durften sie bis vor einigen Jahren nur unter S2-Laborbedingungen verwendet werden.
Erst durch die Einfithrung des pSFV-Helper2 Plasmids im Semliki Forest-Expressionssystem
ist dessen Gebrauch im S1 Labor gestattet (Berglund et al., 1993). Im folgenden Kapitel wird

dieses System ausfiihrlicher beschrieben.

1.4 Das Semliki Forest Virus-Expressionssystem

Das Semliki Forest Virus (SFV) sowie das Sindbis Virus sind beide Alphaviren und gehdren
zur Familie der Togaviridae. 1944 wurde das SFV zum ersten Mal aus Moskitos des
ugandischen Semliki Regenwaldes isoliert (Smithburn & Haddow, 1944). Das Virus hat ein
sehr breites Wirtsspektrum und kann Sauger, Vogel, Reptilien sowie Insekten infizieren. Die
Ubertragung erfolgt in der Regel iiber Miicken. Menschen konnen auch gelegentlich infiziert
werden und zeigen Symptome wie Fieber, Kopfschmerzen, Enzephalitis, Myalgia und
Arthralgia (Willems et al., 1979; Mathiot et al., 1990). Das Krankheitsbild kann bis zu zwei
Woche andauern.

Das SFV ist ein RNA-Virus und trigt als Genom eine Einzelstrang RNA positiver Polaritét
(11,5 kb). Das Virusgenom ist in 240 Kapsidproteinmolekiilen verpackt, die wiederum von
einer Membran umhiillt sind. Die viralen ,,Spike“-Proteine E1 bis E3 durchspannen die

Membran. Diese Glykoproteine ermoglichen den Eintritt in die Wirtzelle durch das Anheften
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an zelluldre Rezeptoren. Durch Endozytose gelangt der Viruspartikel in die Wirtzelle und

wird zu den Lysosomen transportiert. Das saure Milieu dort fiihrt zu einer Konformations-
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Abb.1.4.: Semliki Forest Virus. A. Struktur und Aufbau (Simons et al., 1977). B. Lebenszyklus (Garoff et al.,

1982). Weitere Erlduterungen sind im Text beschrieben.

anderung der Spike-Glykoproteine, wonach eine Fusion der viralen Membran mit der

lysosomalen Membran der Wirtzelle stattfindet. Anschlieend wird das virale Genom in das
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Cytosol freigesetzt (Helenius et al., 1980). Die genomische 42 S RNA dient direkt als mRNA,
von der das virale nichtstrukturelle Polyprotein translatiert wird. Das Polyprotein wird
anschlieBend autokatalytisch in vier Nichtstrukturproteine prozessiert, die zusammen den
Replikase-Komplex bilden. Diese RNA-Polymerase schreibt das (+)-Strang Genom in (-)-
Strang RNA um, welche wiederum als Vorlage fiir die Synthese neuer (+)-Stringe dient.
AuBerdem wird vom (-)-Strang subgenomische 26 S RNA gebildet, die fiir die viralen
Strukturproteine kodiert. Zu den strukturellen Proteinen des Virus gehdrt das Capsid-Protein
und die Membranproteine E1, E2 und E3. Nach der Translation bindet das Capsid-Protein die
virale genomische RNA und bildet ein Nukleokapsid. Die Membranproteine E2 und E3
werden als einen Polyproteinvorldufer p62 translatiert. p62 und E1 bilden einen Dimer in der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Im Golgi-Komplex wird das p62 Protein in E2
und E3 gespalten und zur Plasmamembran transportiert, wo sie mit E1 zu einem Spike-
Glykoprotein-Komplex prozessiert werden. Die Freisetzung der Viruspartikel erfolgt durch
eine Art Knospung (engl: budding). Dabei wird das Nucleocapsid von der Zellmembran
umhiillt, die die Spikeproteine enthélt und nach auBlen abgeschniirt (Garoff et al., 1982;
Ubersichtsartikel: Strauss & Strauss, 1994).

Fiir die Verwendung als Expressionssystem wurde das Semliki Forest Virusgenom auf zwei
Vektoren, Expressionsvektor und Helfer-Vektor, verteilt (Liljestrom & Garoff, 1991). Der
Expressionsvektor enthédlt die Gene fiir die Nichtstrukturproteine, den starken
subgenomischen 26S-Promotor und die multiple Klonierungsstelle (MCS). Die komplette
Region, welche fiir die Strukturproteine kodiert, ist im Expressionsvektor nicht vorhanden.
Das Helferplasmid kodiert dagegen nur fiir die strukturellen Proteine (Capsid-Protein und die
Membranproteine) des Virus, nicht jedoch fiir die Nichtstrukturproteine. Das
Verpackungssignal befindet sich im Expressionsvektor, fehlt aber dem Helfer-Vektor. Der
SP6-RNA-Polymerase Promotor in den beiden Vektoren ermdglicht eine in vitro
Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase. Zur Produktion der Viruspartikel wird die RNA
tiber Elektroporation in die Zellen ko-transferiert. Die von der rekombinanten RNA kodierten
Nichtstrukturproteine bilden zusammen den Replikase-Komplex und ermoglichen die
Replikation von rekombinanter und von Helfer-Virus RNA. Die von der Helfer-RNA
kodierten Strukturproteine initiieren die Verpackung der neu gebildeten Viruspartikel. Dass
dem Helferplasmid das Verpackungssignal fehlt, hat zur Folge, dass die Verpackung der
Helfer-RNA in das Viruscapsid verhindert wird. Die entstandenen rekombinanten
Viruspartikel enthalten lediglich die rekombinante RNA, nicht jedoch die Helfer-RNA. Diese

Viruspartikel konnen zwar neue Zellen infizieren, jedoch keine weiteren Viruspartikel mehr
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bilden. Das Prinzip des Semliki Forest Virus-Expressionssystems ist zur Verdeutlichung in

Abb.1.5 dargestellt.

Helfer-
plazmid

Expressions-
plazmid

it vitkio
Transkriplion

\ Helkhroporation /

Rezeptor

Exprezsicn
Wirvg-Production

BHE-Zellen

Recombinants

* wiren

+ o- Chymaotrepsin l Virus - Aldivieruong

Rereptor

Abb.1.5: Schema des SFV-Expressionssystems.

Die vom SFV abgeleiteten Helferplasmide werden als pSFVHelperl und pSFV-Helper2
bezeichnet. Wéhrend im Fall der Plasmide pSFVHelferl Wildtyp-Strukturgene vorliegen,
tragt das Plasmid pSFVHelper2 drei Punktmutationen im Gen fiir das p62-Strukturprotein.
(Abb.1.6). Drei Arginin-Reste in der E2-E3-Schnittstelle wurden gegen die Aminosduren Ser,
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GIn und Leu ausgetauscht (Berglund et al., 1993). Diese Mutationen verhindern die natiirliche
intrazelluldre Spaltung des p62-Strukturproteins in E2 und E3, welche die Aufnahme von
SFV-Partikeln in die Zelle vermittelt. Viruspartikel, die dieses p62-Strukturprotein tragen,
konnen eukaryontische Zellen daher nicht infizieren. Sie konnen jedoch durch Behandlung
mit Chymotrypsin aktiviert werden. Die mit Chymotrypsin behandelten Viren verhalten sich
bei der Infektion schlieBlich wie Wildtyp-Viruspartikel. Der spaltungsdefiziente Helfer2-
Vektor wurde konstruiert, da mit Helfer1-Vektor die Bildung replikationsfdhiger Viren nicht
vollstdndig verhindert wird (Weiss & Schlesinger, 1991). Bei Verwendung des Helfer2-
Vektors wurde die Freisetzung replikationsfahiger, infektidser Viruspartikel nicht beobachtet.
Durch Einflihrung des Helfer2-Vektors diirfen die Arbeiten mit diesem Expressionssystem im
Labor der Sicherheitsstufe 1 durchgefiihrt werden. (s. Zentrale Kommision fiir die biologische

Sicherheit, ZKBS)

5P6 Promotor
nsP1-nsP4
’Apr

C
pSFV-Helper 2
8194 bp

«E3 E2—
Wildtyp NGTRHRR SVSQHFN
SQL-Mutante NGTSHQL SVSQHFN

Abb.1.6: pSFV-Helper2 DNA.: Aminosduresequenzen des Wildtyps und der SQL-Mutante im Bereich der
Endoproteasespaltstelle des p62-Spike-Proteins. (nach Berglund et al., 1993)

Das Semliki Forest Expressionssystem hat sich in den letzten Jahren fiir die Produktion von
GPCRs und Ionenkanilen etabliert (Ubersichtsartikel: Lundstrom et al., 1999, 2001;
Lundstrom 2000, 2003). So konnten GPCRs wie z.B der humane NK1-Rezeptor, der humane
Dopamin Ds-Rezeptor, und der 5SHTs-Rezeptor der Maus mit Hilfe des Semliki Forest

Systems erfolgreich produziert werden. Dabei konnte eine Produktionsrate von bis zu 200
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pmol/mg Membranprotein erreicht werden. AuBlerdem konnte die Produktion des SHTs;-
Rezeptors in Suspensionskulturen mit BHK-21 Zellen im groBen Volumenmalstab

erfolgreich durchgefiihrt werden (Blasey et al., 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, den [-adrenergen Rezeptor heterolog im Semliki Forest
Expressionssystem zu produzieren, zu solubilisieren und anschlieend zu reinigen. Zunéichst
sollte dieses System im Labor etabliert und optimiert werden. Es sollte evaluiert werden, ob
sich das Semliki Forest System fiir die heterologe Produktion im Hinblick auf spétere
kristallografische Studien eignet. Dazu sollten die posttranslationalen Modifikationen und die
Lokalisation des Rezeptors untersucht werden. Dariliber hinaus sollte der Einfluss
verschiedener Fusionsproteine auf die Expression und Prozessierung des Rezeptors in den
Séugerzellen getestet werden. Ferner sollte die funktionelle Produktion des [,-adrenergen
Rezeptors in verschiedenen Zellinien verglichen werden. Der Nachweis einer funktionellen
Expression in den Sdugerzellen sollte einerseits mit Ligandenbindungstest, andererseits mit
G-Protein-Kopplung erfolgen.

Diverse Parameter, die die Rezeptorproduktion beeinflussen konnen, sollten grundlegend
erforscht werden. Eine Expression des [3,-adrenergen Rezeptors in grolem MaBstab (1-5 L
Spinnerkulturen) sollte etabliert werden, um Rezeptoren im mg-MalBstab zu produzieren. Und
schlieBlich sollte der Rezeptor aus Sdugerzellmembran solubilisiert und iiber verschiedene
chromatographische Verfahren gereinigt werden. Dazu sollten die Eigenschaften des

gereinigten Rezeptors auch untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Detergenzien, Proteaseinhibitoren und Radiochemikalien sind nach der Liste der allgemeinen
Chemikalien gesondert aufgefiihrt. Die fir die Bakterien- und Zellkultur benétigten
Substanzen sind in Kapitel 2.1.10 und 2.1.11 angegeben. Alle weiteren verwendeten
Chemikalien, soweit nicht anders vermerkt, wurden mit dem Reinheitsgrad p.A. von den
Firma Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe und Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, bezogen.
2.1.1.1 Allgemeine Chemikalien
Acrylamid-Fertiglosung fur SDS-Gele Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agarose, electrophoresis Grade Bethesda Research Laboratories GmbH,

Neu-Isenburg

Aktivkohle Norit GSX, Prod.33204 BDH Chemicals Ltd., Poole, U.K.

Alprenolol-hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Ampicillin, Natriumsalz (Amp) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA

Bacto Tryptone Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA

Bacto Yeast Extract Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat, 4- Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
Toluidinsalz (BCIP)
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Bromphenol Blau

1-Butanol

Calciumchlorid

Chloroform

Coomassie Brillantblau R-250
Desoxynukleosid-5’-triphosphate
dCTP, dGTP, dTTP)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

(dATP,

1,4-Dithiothreit (DTT)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Forskolin (FSK)
Glutaraldehyd

Glycin

Imidazol

Kanamycin
Magermilchpulver “Alevita”

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

B-Mercaptoethanol
Methanol

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumhydroxyd (NaOH)
Nitroblautetrazolium, Toluidinsalz (NBT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Protochem GmbH, Wesel

E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH,

Deisenhofen

Chemie

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Biotrend Chemikalien GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Nestlé, Minchen

Fluka/ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Fluka/ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen
E. Merck, Darmstadt

Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg
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Pepton

Phenol
Polyethylenimin (PEI)

Ponceau S

2-Propanol (Isopropanol)
Rinderserumalbumin (BSA)

Saccharose
Salzsaure 37%
Silbernitrat (AgNO3)

Szintillator Rotiscint eco plus

Tetracyclin-Hydrochlorid (Tet)

Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan

Tunicamycin

2.1.1.2 Proteaseinhibitoren

Aprotinin
Bacitracin
Benzamidin
Chymostatin
Complete®  Proteaseinhibitor ~ Cocktail,
EDTA free

Leupeptin

Pepstatin A

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH,
Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH,
Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH,
Deisenhofen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH,
Deisenhofen

Chemie

Chemie

Chemie

Chemie

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad
Soden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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2.1.1.3 Detergenzien

3-[N-(3-Cholamidopropyl)-dimethy|-

ammonio]-1-propansulfonat (CHAPS)

Cholat, Natriumsalz

Desoxycholat, Natriumsalz (Doc)

Digitonin, wasserloslich

n-Decyl-B-D-maltosid (DM)
n-Dodecyl-f-D-maltosid (LM)
n-Octyl-p-D-maltosid
n-Undecyl-p-D-maltosid (UM)
N-dodecylphosphocholine, Fos12
N-hexadecylphosphocholine, Fos16
N-tetradecylphosphocholine, Fos14
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat
(Tween)

Triton X-100

2.1.1.4 Radiochemikalien

[5,7-*H]-(-)-CGP-12177

[*H]-Dihydroalprenolol Hydrochloride

Calbiochem-Novabiochem
Soden

Sigma-Aldrich Chemie
Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie

Deisenhofen

Serva GmbH & Co., Heidelberg

Calbiochem-Novabiochem
Soden
Calbiochem-Novabiochem
Soden
Calbiochem-Novabiochem
Soden
Calbiochem-Novabiochem
Soden

Anatrace, Maumee, OH, USA
Anatrace, Maumee, OH, USA
Anatrace, Maumee, OH, USA

Sigma-Aldrich Chemie

Deisenhofen

GmbH, Bad
GmbH,
GmbH,

GmbH, Bad

GmbH, Bad

GmbH, Bad

GmbH, Bad
GmbH,

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.

Koch-Light LTD, Haverhill, Suffolk, U.K.

NEN™ Life Science Products, Inc. Boston,

MA

NEN™ Life Science Products, Inc. Boston,

MA
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2.1.2 Saulenmatrizes

ImmunoPure® Immobilized Monomeric
Avidin Gel

MicroSpin™ S-200 HR

Mini Q PC 1.6/3

Ni-NTA

Superose 6 PC 3.2/30

Superose 12 PC 3.2/30

Ultralink™  Immobilized ~ Monomeric
Avidin

2.1.3 Allgemeine Puffer und Lésungen

Agarosegel (1%)

Ampicillin-Stammlésung 1000 x

AP-Puffer

Aprotinin 5000 x
Auftragsmix (DNS)

Auftragspuffer 4 x (Proteingele)

Pierce/KMF Laborchemie Handels GmbH,
St. Augustin

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Qiagen GmbH, Hilden

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Pierce/KMF Laborchemie Handels GmbH,
St. Augustin

1g Agarose

100 ml 1 x TAE Puffer

2,5 ul EtBr (10 mg/ml in H,0)
150 mg/ml in H,O
(sterilfiltriert, bei -20°C lagern)
100 mM Tris/HCI, pH 9,5

100 mM NaCl

5 mM MgCl,

10 mg/ml in PBS

50 mM Tris/HCI, pH 7,4
5mM EDTA

50% (v/v) Glycerin

0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,25M Tris/HCI, pH 6,8

8% (w/v) SDS

40% (w/v) Glycerin

20% (v/v) 2-Mercaptoehtanol
0,004% (w/v) Bromphenolblau
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BCIP-L6sung 50 mg BCIP/ml DMF
Lagerung bei -20°C
Benzamidin (100 x) 100 mM in H,O
Blotpuffer (Western Blot) 38 mM Glycin
10 mM Tris
20% (v/v) Methanol
Chymostatin (100 x) 6 mg/ml in DMSO
Lagerung bei -20°C fur max. 1 Monat
Coomassie-Farbeldsung 1,25 g Coomassie Brillantblau R-250
200 ml H,O

50 ml Essigsdure

250 ml techn. Ethanol

nach Ansetzen filtrieren
Elektrophoresepuffer 10 x (fir Proteingele) 500 mM Tris

1,92 M Glycin

1% (w/v) SDS
Entfarbeldsung (Coomassie) 1 | techn. Ethanol

11H,0

200 ml Essigséure
Entwickler (Silberfarbung) 2,5% Na,CO3

0,04% (v/v) Formaldehyd
Fixierlosung (Silberfarbung) 30% Ethanol

10% Essigséaure
Hepes-Puffer 20 mM HEPES, pH 7,4

100 mM NaCl

12 mM MgCl,

0,02% NaNs3
Konditionierlésung (Silberfarbung) 400 mM Natriumacetat, pH 6,0

0,5% (v/v) Glutardialdehyd

0,1% (w/v) NayS;04

30% (v/v) Ethanol
Leupeptin (500 x) 0,25 mg/ml in mp H,O

Lagerung bei —20°C fur max. 6 Monate
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Lipidmix 3% n-Dodecyl-B-D-Maltosid
0,6% Cholesterylhemisuccinat
1,5 % Phosphatidylcholin

NBT-L6sung 50 mg NBT/ml 70% DMF
Lagerung bei —20°C
PBS-Puffer 13,7 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH;PO4
13 mM Na;HPO,4
1,5 mM NaN3 (fakultativ)

Pepstatin A (500 x) 0,35 mg/ml in Methanol

Lagerung bei —20°C fur max. 1 Monat
PMSF (200 x) 200 mM in Isopropanol

Lagerung bei —20°C fiir max. 6 Monate
Ponceau S Ldsung 0,2% (w/v) Ponceau S

3% (w/v) TCA
Silberlésung (Silberfarbung) 0,1% (w/v) AgNO3

0,025% (v/v) Formaldehyd
TAE-Puffer 50 x 2M Tris

1M Essigsdure

50mM EDTA, Dinatriumsalz
TBE-Puffer 10 x 0.9 M Tris

0,9 M Borsaure

20mM EDTA, Dinatriumsalz
TBS-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,4

150 mM NaCl
TBST-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8,0

150 mM NacCl

0,05% Tween 20
TEN-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

150 mM NaCl

2mM EDTA, Dinatriumsalz
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TE-Puffer 100 x 1 M Tris/HCI, pH 8,0
0,1 M EDTA, Dinatriumsalz
Tetracyclin-Stammldsung 10 mg/ml in H,O (sterilfiltriert)

Lagerung bei —20°C

TN-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
150 mM NacCl
TPCK (100 x) 10 mM in Ethanol

2.1.4 Oligodesoxynukleotide

His10sor: 5°- AAT TCC ACC ATC ACC ATC ACC ATC ACC ATC ACC ATG C-&
His10yev: 5°- GGC CGC ATG GTG ATG GTG ATG GTG ATG GTG ATG GTG G -3’
pSFV2CAPs: 5’- GAT CGA TGG ATC CCG GGT CTC GAATTC GC -3’

pSFV2CAP: 5’- GGC CGC GAA TTC GAG ACC CGG GAT CCATC -3’

KHAFlagsr: 5°- GAT CGA AAC CAT GAA GGC AAT AAT TGT ACT ACT CAT GGT
AGT AAC ATC CAA TGC AGA CTA CAA GGA CGA TGA CGA TAA GGA TCC ccC
GGG C -3’

KHAFlagry: 5’- TCG AGC CCG GGG GAT CCT TAT CGT CAT CGT CCT TGT AGT
CTG CAT TGG ATG TTA CTA CCA TGA GTA GTA CAATTA TTG CCT TCA TGG
TTTC-3’

pPSFV2,: 5°- G CGG TCC TAG ATT GGT GC -3’

Semlikis: 5’- TGT TAT ACA CCT CTA CGG -3’

CAPsor: 5’-CTG TCG GTG GTC ACC TGG -3’

CAPry: 5’- AAC GTT TGC GTA GGG ATG -3’

CAPpqack: 5’- CAT GCT TGC CTA GGT TCG -3’

B2ARfo: 5’- CCA GAA GAT TGA CAAATC TG -3’

B2ARMm: 5’- GGA TTG CCT TCC AGG AGC -3’

B2AReng: 5’- AAC ATT GAT TCA CAA GGG AG -3’

B2ARGsa 1: 5°- GGG GAC TAC AAG GAC GAT GAC GAT AAG CCC AAT AGA AGC
CAT GCG CCG -3’

B2ARGsa 2: 5°- GCA GCC ATG ATG ATG ATG ATG ATG GTG ATG GTG GTG AGT
CATTTGTACTAC -3’
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B2ARGsa 3: 5’- GTA GTA CAA ATG ACT CAC CAC CAT CAC CAT CAT CAT CAT
CAT CAT GGC TGC -3’
B2ARGsa 4: 5°- AAT AAG AAA TGC GGC CGC TAA AAC TAT TCA GAG CAG CTC
GTACTG ACG AAG -3’

2.1.5 Plasmide

pPIC9KFlagHisp,ARBiIo von Dr. Christoph Reinhart, MPI fir Biophysik, Frankfurt
pPIC9KFlagHisp,ARHis in dieser Arbeit hergestellt

pSFV2gen von Dr. Kenneth Lundstrom, Fa. Hoffmann-La Roche, Basel
pSFV2B,ARHis in dieser Arbeit hergestellt

pSFV2HisB,ARBI0 in dieser Arbeit hergestellt

pSFV2KHAFIag von Dr. Christoph Reinhart, MPI fir Biophysik, Frankfurt
pSFV2KHAFIlagB,ARHis in dieser Arbeit hergestellt
pSFV2KHAFIlagB,ARHIisGL in dieser Arbeit hergestellt

pSFV2CARP in dieser Arbeit hergestellt

pSFV2CAPHisB,ARBI0 in dieser Arbeit hergestellt
pSFV2CAPKHAFIagB,ARHis in dieser Arbeit hergestellt

pSFV3CARP in dieser Arbeit hergestellt

pSFV3CAPB,ARHis in dieser Arbeit hergestellt

pSFV3CAPB,ARHIsGsL in dieser Arbeit hergestellt

pSGV3B,ARGFP von Dr. Christoph Reinhart, MPI fur Biophysik, Frankfurt

Helper2 von Dr. Kenneth Lundstréom, Fa. Hoffmann-La Roche, Basel

2.1.6 Proteine

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
Endoglycosidase H (Endo H) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen
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N-Glycopeptidase F (PNGase F)

Restriktionsendonukleasen
RNase A

T4 DNA Ligase

SP6 RNA Polymerase

2.1.7 Antikorper

Anti-Dioxygenin-  Antikorper-alkalische

Phosphatase-Konjugat

Anti-Flag M1, monoklonaler Antikdrper

Anti-Flag M2, monoklonaler Antikorper

Anti-GFP
Anti-His-Tag
Anti-Mouse 1gG

14E8, monoklonaler Antikorper gegen den

C-Terminus des P,-adrenergen Rezeptor

gerichtet

15H6, monoklonaler Antikdrper gegen den

C-Terminus des [,-adrenergen Rezeptor

gerichtet

2.1.8 Standards und Kits

BCA Protein Assay Kit

Direct Cyclic AMP Enzyme Immunoassay

Kit
DNA-Lé&ngenstandard:
SAMT7)/EcoRlI, HindllI

A

(c/

857

New England Biolabs GmbH, Schwalbach
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
New England Biolabs GmbH, Schwalbach
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie
Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie

Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Qiagen GmbH, Hilden
Sigma-Aldrich Chemie
Deisenhofen

Dr. Agnes Szmolenszky,

MPI fir Biophysik, Frankfurt

Dr. Agnes Szmolenszky,
MPI fir Biophysik, Frankfurt

GmbH,

GmbH,

GmbH,

Pierce/KMF Laborchemie Handels GmbH,

St. Augustin

Biotrend Chemikalien GmbH, Kdln

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
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High Molecular Weight Standard Mixture  Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Qiagen Plasmid Mini Kit

Deisenhofen
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick Gel Extraktion Kit Qiagen GmbH, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH, Hilden
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Taq PCR Core Kit

Qiagen GmbH, Hilden

2.1.9 Gerate und Material fur die Rezeptorchemie

Filter:

Saulen:

Gerate:

Inkubationsrdhrchen:

Glasfaser-Mikrofilter Whatman GF/C; bezogen tber Adi Hassel
Ing.-Biro fir ProzeRtechnik und Instrumentelle Analytik,

Miinchen

Polystyrol Leerséulen fir 2 ml Matrix, Pierce, Rockford, USA,
bezogen tber Gesellschaft fur Laborbedarf GmbH Wirzburg

Cell Harvester Model M-30, Brandel Inc., Gaithersburg, MD,
USA; bezogen Uber Adi Hassel Ing.-Buro fir Prozefitechnik
und Instrumentelle Analytik, Mlnchen

Filtertonne, Eigenbau des MPI flr Biophysik, Frankfurt/M.
Olgeschmierte  Vakuumpumpe Typ  GA-460H, Diirr
GmbH&Co. KG, Luft- und Prozessor-Technik Bietigheim-

Bissingen

Szintillationszahler TRI-CARB® 1500, Canberra-Parkard,
Frankfurt/M.

Polystyrol-Réhrchen 75 x 12 mm, Kat.-Nr. REQO3, bezogen uber
Gesellschaft fir Laborbedarf mbH, Wirzburg
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6 ml Szintillationsflaschchen aus Polyethylen, Kat.-Nr. ESGS,
bezogen Uber Gesellschaft fur Laborbedarf mbH, Wirzburg

2.1.10 Materialien fir die mikrobiologischen Arbeiten mit Bakterien

E. Coli Stamm XL1-Blue: endAl, hsdR17(rk-, mk+), supE44, thi-1, A-, recAl, gyrA96,
relAl, A(lacZYA-argF) U169 [F’: proAB, laclZAM15, Tn10(Tet")] (Bullock et al., 1987),
Stratagene GmbH, Heidelberg

LB-Medium

Bacto Trypton 10 g/l

Bacto Yeast Extract 54/

NaCl 549/l

Bacto Agar 15 g/l (fur Festmedium)

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen und im Autokalv sterilisieren

2.1.11 S&ugerzelllinien, Nahrmedien und Materialien fir die Zellkultur

Saugerzelllinien:

Bezeichnung Ursprung Hersteller/Kat.-Nr.

BHK-21 (C 13) Baby Hamster Kidney ECACC 85011433

BHK-21 (C13-2P) Baby Hamster Kidney ECACC 84111301

CHO-K1 Chinese Hamster Ovary ECACC 85051005

COS-7 African green Monkey ECACC 87021302
kidney, SV40 transformed

HEK-293 Human Embryo Kidney ECACC 85120602

Medien fir die Zellkultur:

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Cell Concepts GmbH, Freiburg
(DPBS)
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Dulbecco’s Modified Eagel’s Medium/ Cell Concepts GmbH, Freiburg
Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/F12)

Isocove’s Modified Dulbecco’s Medium Cell Concepts GmbH, Freiburg
(IMEM)

Glasgow Minimum Essential Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

(GMEM) Deisenhofen

Fotales Kalberserum (FKS) GibcoBRL, Life Technologies, GmbH
L-Glutamin (200mM) Cell Concepts GmbH, Freiburg
Penicillin-Streptomycin 100 x Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Tryptose Phosphate Broth Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Medium fur adhé&rente Zellen: 45% IMEM/F12
45% DMEM
10% FCS
2 mM Glutamin
Medium fur Suspensionszellen: 85% GMEM
5% Tryptose Phosphate Broth
10% FCS
2 mM Glutamin

Kulturflaschen und —schalen:

Magnet-Ruhrflaschen fur Spinner-System der Firma Techne Ltd,

Suspensionskulturen Cambridge, U.K.
Cellspin ~ Spinner-System der  Firma
INTEGRA Biosciences/Tecnomara
Deutschland GmbH, Fernwald

Micro Well™ Platten Nunclon™A: 96- Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

Wells
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Multischalen Nunclon™A: 6/24-Wells

Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

Zellkulturflaschen Nunclon™A: 50 ml/24 Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

cm?, 260 m1/83 cm?, 800/175 cm?

Zellkulturschalen Nunclon™A: 5 ml/ 21,5 Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich

cm?, 35 ml/145 cm?

Sonstige Materialien:

Autoklaven:
Systec V-150
MELAG-Dampfautoklav Typ 24
Hoch Druckdampfsterilisator
DSTLV-766-1 VP-DE
Brutschrank Heraeus BB 6060
Brutschrank Modell QWJ 500T
Einmalpipetten (serologisch, steril)
Kryoréhrchen 1 mi
Mikroskop Olympus IMT-2
Sterilbank Typ Nunc 20229
Trockenschrank Heraeus Typ T 5060 E
Zahlkammer, Neubauer

Zellschaber

Zentrifuge Universal 2S

2.1.12 Gerate und sonstige Materialien
Genpulser

Heraeus LaminAir® TL 2448

Kulturréhrchen

Kivetten

Systec GmbH, Wettenberg
Bachofer GmbH, Reutlingen
Holzner, Nussloch

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Greiner GmbH, Frickenhausen
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Olympus Optical LTD., Japan
Nunc GmbH, Wiesbaden-Biebrich
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Gesellschaft fir Laborbedarf
Wirzburg

INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald
Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen

GmbH

Biorad, Miinchen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Gesellschaft  fur Laborbedarf GmbH,
Wirzburg

Biorad, Miinchen
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Petrischalen aus Polystyrol Greiner und Séhne GmbH & Co. KG,
Ndrtingen

PP-R6hrchen (15 ml/50 ml) Sarstedt, Numbrecht

Schittelinkubator, dreistockig Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Schittelinkubator, Lab-Therm Adolf Kuhner AG, Schweiz

Schiittler G10 Gyrotory® Shaker New Brunswick Scientific Co., Inc.,
Edsion, N J, USA

Tischzentrifuge Sigma-3K12 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Ultrazentrifuge TL 100 Beckman Instruments Inc., Palo Alto, USA

Vortex VF2 Janke & Kunkel, IKA Labortechnik

Zentrifuge Sorvall RC 5B Sorvall, Bad Homburg
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2.2 Mikrobiologische Techniken

2.2.1 Kultivierung und Dauerkulturen von E. coli

Die Anzucht von E. coli-Stammen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C in LB-
Medium. Entsprechende Antibiotika wurden dem Medium in der gew(inschten Konzentration
zugesetzt. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien von LB-Agarplatten oder aus
Glycerinkulturen angeimpft. Fir eine groBe E. coli-Kultur (50-250 ml) wurden die
Hauptkulturen in einem Verhaltnis von 1:100 mit den Vorkulturen angeimpft. Das bakterielle
Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Zur langeren
Lagerung von Bakterienstammen wurden 700 pl einer Ubernachtskultur mit 700 pl 87%igem

sterilem Glycerin vermischt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80°C gelagert.

2.2.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Bei der Calciumchlorid-Methode werden die Zellen durch das Calciumchlorid fir die
Aufnahme von DNA empfanglich gemacht. Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit einer E.
coli-Ubernachtkultur im Verhéltnis von 1:100 angeimpft und bei 37°C bis zu einer Dichte von
ODgoo = 0,5-0,6 geschuttelt. Die Bakterien wurden durch 10 minitige Zentrifugation bei 5000
rom und 4°C geerntet. Der Uberstand wurde mdglichst vollstandig dekantiert und der
Rickstand in 100 ml eiskalter 100 mM MgSO,4-Ldsung resuspendiert. Anschliefend wurde
wie zuvor zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 100 ml eiskalter 100 mM CaCl,-L6sung
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Zum Schluss wurde zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und der Ruckstand in 22 ml eiskalter CaCl,-Ldsung aufgenommen. Bis zur ihrer
Verwendung wurden 800 ul-Aliquots in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80°C
aufbewahrt.

Zur Transformation wurden CaCl,-kompetente E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Je 200 pl
Zellen wurden mit 1 pl einer Plasmid-Minipraparation oder 10 pl eines Ligationsansatzes
vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde anschlieBend einem Hitzschock
bei 42°C fir 2 Minuten ausgesetzt und anschlieBend 2 min auf Eis gekihlt. Nach Zugabe von
800 pl LB-Medium wurden die Zellen bei 37°C fir 60 min geschittelt. Danach wurden 100
pl des Ansatzes zur Selektion auf einer antibiotikumhaltigen LB-Agarplatte ausgestrichen und
uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Nukleinsduren

2.3.1.1 Plasmidisolierung aus E. coli

Fur die Plasmid-Minipréparation aus E. coli Kultur wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit der
Firma Qiagen verwendet. Diese Prédparation basiert auf einer alkalischen SDS-Lyse. Die
Plasmid-DNA bindet an die Silicagelmatrix der Mini-Séule wéhrend Proteine und andere
Verunreinigungen die Sdule passieren, ohne zu binden. Die Durchfiihrung erfolgte gemaR
Herstellerprotokoll.

Plasmid-DNA in groRerem Malstab wurde mit dem Maxi Kit der Firma Qiagen laut
Anleitung prépariert. Diese nutzt die selektive Bindung der DNA an eine Anionenaustausch-
Sdule. Proteine und RNA eluieren bereits bei mittleren Salzkonzentrationen. Eine Elution der
Plasmid-DNA erfolgt dagegen erst bei hohen Salzkonzentrationen.

2.3.1.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in Agarosegelen. Die zu
isolierenden DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit

dem QIAquick Gel Extraktion Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben gereinigt.

2.3.2 Phenolextraktion und Ethanolfallung

Die Phenol/Chloroform-Extraktion dient der Entfernung von Proteinen aus der DNA-L&sung.
Die DNA-L6sung wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamyl-alkohol (25:24:1)
vermischt. Zur Trennung der Phasen wurde das Gemisch zentrifugiert (1 min, 12000 x g, RT).
Die obere waéssrige Phase wurde entnommen und zur Ethanolfdllung in ein neues
Reaktionsgefal Gberfihrt.

Durch Prézipitation der wassrigen Phase mit Ethanol wurde die DNA konzentriert und
teilweise von unerwiinschten Salzen befreit. Dazu wurde die DNA-L6sung mit 1/10 Vol. 3 M
NaAc (pH 5,2) und 2,5 Vol. 100% Ethanol gemischt. AnschlieBend wurde die DNA fir 30
min bei —70°C gefallt. Die gefallte DNA wurde abzentrifugiert (10 min, 12000 x g, 4°C).
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Nach Waschen mit 70% Ethanol wurde der Niederschlag getrocknet und in 10 mM Tris, pH
8,0 oder H,O fir 10 min unter Schitteln bei 65°C resuspendiert.

2.3.3 Restriktion und Ligation von DNA

In dieser Arbeit wurde der Restriktionsansatz 1-2 h bei der dem Restriktionsenzym
entsprechenden optimalen Temperatur in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert.
In der Regel wurden pro pg DNA ca. 5 U Enzym eingesetzt.

Die Ligation gespaltener DNA-Fragment erfolgte mit der T4 DNA-Ligase nach Angabe des
Herstellers Gber Nacht bei 16°C oder 4 h bei RT. Das Fragment lag in der Regel in einem 2-
5fachen molaren Uberschuss gegeniiber der Plasmid-DNA vor. Die Ligationsansitze wurden

direkt fur die Transformation kompetenter E. coli-Zellen verwendet.

2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifizierung eines DNA-
Abschnittes mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase. Die drei Schritte der Reaktion
sind die DNA-Denaturierung bei 94°C, Bindung und Hybridisierung eines Primer-Paares am
3’- und 5’-Ende des zu amplifizierenden Abschnittes bei einer niedrigen Temperatur und
schlielich die Synthese der neuen DNA durch die hitzstabile DNA-Polymerase bei 72°C.
Diese Reaktionsfolge wird 20-30 mal wiederholt, so dass das gewiinschte DNA-Fragment in
exponentiell steigender Menge synthetisiert wird.

Zu Amplifizierung der DNA-Fragmente wurden 0,1 pmol des Templates mit 5 pl (1/10 Vol.)
10 x Polymerasepuffer, 1 pl dNTP-Mix (10 mM), 20 pmol pro Primer und 1 U Polymerase
gemischt. Der PCR Ansatz wurde anschliefend mit H,O auf ein Volumen von 50 pl
aufgefillt. Die DNA-Amplifizierung wurde innerhalb von 30 Zyklen in einer PCR-Apparatur
durchgefiihrt. Die optimalen Reaktionsbedingungen (Inkubationszeit und —temperatur,
Konzentration der einzelnen Komponenten) sind von der jeweiligen Primer-Template-
Kombination abhéngig und mussen fur jede Reaktion optimiert werden.

Der Erfolg der PCR wurde auf einem Agarosegel Uberprift. Die entstandenen DNA-
Fragmente wurden schlie3lich mit Hilfe von Qiaquick-Spinséulen oder (ber eine praparative

Gelelektrophorese mit Hilfe des Gelextraktions-Kits der Firma Qiagen aufgereinigt.
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2.3.5 Hybridisierung komplementéarer Oligodesoxynukleotide

Um ein kurzes, doppelstrangiges DNA-Fragment herzustellen, wurden zwei komplementére
Oligodesoxynukleotide in TE-Puffer gelost und in gleichen molaren Konzentrationen
gemischt. Die L6sung mit den beiden einzelstrangigen Oligodesoxynukleotiden wurde fir 10
min auf 94°C erhitzt und langsam im Wasserbad auf Raumtemperatur abgekihlt. Die so
erhaltenen kurzen doppelstrangigen DNA-Fragmente wurden direkt fir weitere Arbeiten

eingesetzt.

2.3.6 Northern Blot-Analyse der RNA

nicht-radioaktive Markierung von Hybridisierungssonden mit Digoxygenin

Das entsprechende DNA-Plasmid wurde mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen linearisiert,
uber Phenol/Chloroform-Extraktion und anschliefende Ethanol-Fallung gereinigt. 1 pg der
linearisierten und gereinigten DNA wurde 10 min bei 95 °C denaturiert und anschlieend
sofort in ein Eis-Ethanolbad gestellt. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und nacheinander 2
pl 10 x Hexanukleotidmix, 2 pl dNTP-Markierungsmix (ImM dATP/dCTP/dGTP; 0,65 mM
dTTP; 0,35 mM DIG-dUTP), 2 ul Klenow-Puffer und 1 pl Klenow Enzym (2U/ul)
zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und mit HyOpigest auf 20 pl aufgefiillt. Nach der
Inkubation fur mindestens 1 h bei 37 °C, wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 pl EDTA
(0,2 mM) gestoppt. Um die DNA zu féllen, wurden dem Ansatz 2 ul LiCl (4 M) und 60 pl
Ethanol (100 %) zugeflgt und anschlieBend fur 30 min bei -70 °C inkubiert. Der Prazipitation
folgten Waschen mit 70 %-igem Ethanol, Trocknen der DNA und Resuspension in 50 ul TE-
Puffer. Die fertige Sonde wurde direkt fir Northern- oder Southern Blot-Analysen eingesetzt

oder zuné&chst bei -20 °C gelagert.

Kapillarblot
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Probe wurde das Agarosegel kurz (2 s) mittels UV-

Licht fixiert. Zur Denaturierung wurde das Gel fir 15 min in 1,5 M NaCl- und 0,5 M NaOH-
Losung geschwenkt. Nach anschlielender Neutralisation (15 min in 3 M NaCl und 0,5 M
Tris/HCI pH 7,5) wurde das Gel fir 15 min in 20 x SSC-Puffer (0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0
und 3 M NaCl) aquilibriert. Anschlieend wurde die Probe Uber Kapillarkrafte aus dem Gel
auf eine Nylonmembran transferiert. Der Transfer erfolgte tiber Nacht bei RT. Nach erfolgtem

Transfer wurde die Probe mittels UV-Licht (3 min; 312 nm) auf der Membran fixiert.
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Hybridisierung mit Dioxygenin-11-dUTP-markierten Sonden

Die Nylonmembran wurde zundchst zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen fir
mindestens 1 h in 30 mL Hybridisierungsmix (5 x SSC; 0,1% Natriumlauroylsarcosin; 0,02 %
SDS; 5 % Magermilchpulver) bei 42°C préahybridisiert. Anschlielend wurde die mit
Digoxygenin markierte Sonde 10 min bei einer Temperatur von 95 °C denaturiert und sofort
auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der DNA zu vermeiden. Zur Hybridisierung wurde die
Nylonmembran pro 100 cm? Flache in 10 ml Hybridisierungslésung (10-50 ng markierte
Sonde/ml) fir mindestens 6 h bei 42 °C inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurde die
Membran 20 min in 2 x SSC/0,1 % SDS bei RT, 20 min in 0,5 x SSC/0,1 % SDS bei RT, 20
min in 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei RT und 20 min in 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei 50 °C

gewaschen.

Immunologischer Nachweis (alle Angaben fiir 100 cm? Membranfliche)
Die Membran wurde 1 min in Puffer 1 (100mM Tris/HCI; 150 mM NaCl pH 7,5) und

anschlieBend fur 30 min in Puffer 1 mit 0,5 % Magermilchpulver inkubiert. Nach einem

weiteren Waschschritt in Puffer 1 erfolgte eine Inkubation mit 4 pl Anti-Dioxygenin-
Antikorper-alkalische Phosphatase-Konjugat (Fab-Fragment, 150 U/200 pl) in Puffer 1 fur 30
min. Nachfolgend wurde die Membran 2 x 15 min in Puffer 1 gewaschen und 3 min in Puffer
3 (100 mM Tris/HCI; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl, x 6 H,O; pH 9,5) &quilibriert. Die
Messung der Signale erfolgte durch Farbreaktion in Farbelosung (45 ul einer 50 mg/ml NBT-
Stammlosung in 70% DMF und 35 pl einer 50 mg/ml BCIP-Stammldsung in DMF in Puffer
3). Die Farbreaktion wurde durch Waschen in 50 ml TE-Puffer gestoppt. Die Membran wurde
photographiert und bei RT getrocknet.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli 1970) werden
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. In dieser Arbeit wurden 10%ige Trenn-

und Sammelgele hergestellt (modifizierte Methode nach Fling & Gregerson, 1986). Folgende

Losungen wurden fir die Herstellung von jeweils 6 Gele verwendet:
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Trenngele: 10 ml 30% (w/v) Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamid (37:1)
7,5 ml 3M Tris/HCI, pH8,85, 0,4%(w/v) SDS
9 ml HoOmini
3 ml 70% (w/v) Saccharose
475 pl 10% (w/v) APS
25 ul TEMED
Sammelgel: 3,33 ml 30% (w/v) Acrylamid/N,N’-Methylenbisacrylamid (37:1)
5 ml 0,5M Tris/HCI, pH®6,8, 0,4%(w/v) SDS
9,66 ml HyoOmini
2,04 ml 70% (w/v) Saccharose
317 ul 10% (w/v) APS
13 pl TEMED

Bei der Probenvorbereitung wurden die Ansdtze mit 1/4 ihres Volumens 4 x Laemmli-
Auftragspuffer versetzt. Die Proben durfen auf keinen Fall erhitzt werden, da sonst das
Membranprotein aggregiert und in der Geltasche héangen bleibt. Die Auftrennung erfolgte bei
einer konstanten Stromstérke von 20 mA pro Gel. Anschlieend wurde das Gel geféarbt oder
fir Western blot-Analyse auf eine Nitrozellulosemembran elektrotransferiert.

2.4.2 Farbung von SDS-PA-Gelen

2.4.2.1 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung dient der schnellen, unspezifischen Farbung von Proteinbanden im
SDS-Polyacrylamid-Gel. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fir 30 min in Coomassie-
Farbelosung inkubiert. Anschlielend wurde der nichtgebundene Farbstoff durch die
Entfarbeldsung aus dem Gel herausgewaschen, bis die Proteinbanden ohne Hintergrund gut
zu sehen waren.

2.4.2.2 Silber-Farbung

Der Vorteil der Silberfarbung liegt in ihrer hohen Empfindlichkeit. Es wurde folgendes

Farbeprotokoll verwendet:
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Fixierung 16 min 30% (v/v) Ethanol, 10%
Essigsédure
Konditionierung 16 min 2 ml 25% Glutaraldehyd,

0,1 g Natriumdithiosulfat
ad 100 ml mit 04

Natriumacetat, 30% (v/v)

Ethanol
Waschen 3 x 10 min H2Opidest
Farben 20 min 0,1 g Silbernitrat, 25 pl

Formaldehyd (37% (w/v))
ad 100 ml mit H2Opidest
Entwickeln 1-5 min 2,5 g Natriumcarbonat, 40
pul - Formaldehyd (37%
(w/v)) ad 100 ml mit H,O
bidest.
Stoppen > 10 min 50 mM EDTA, pH7,5

2.4.3 Western Blot Analyse

Die mittels Polyacrylamidgelelektrophorese getrennten Proteine wurden elektrochemisch auf
eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die unspezifischen Bindungsstellen auf den
Membranen wurden durch Inkubation im Tween 20-haltigen Puffer, der mit Magemilchpulver
oder BSA angesetzt wird, abgesattigt. Die Membrane wurde mit dem Erstantikorper, der
gegen das nachzuweisende Protein gerichtet ist, inkubiert. Der Nachweis der Bindung des
Erstantikorpers erfolgt generell mittels Bindung eines Zweitantikdrpers, der gegen den
Erstantikdrper gerichtet ist und mit einer alkalischen Phosphatase gekoppelt wurde. In
Gegenwart des Substrats BCIP  (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat) und NBT
(Nitroblautetrazolium) bewirkt die alkalische Phosphatase durch Abspaltung der
Phosphatgruppe eine blaulich-violette Verfarbung auf der Membran. Biotinylierte Proteinen
konnten in einem einstufigen Verfahren nachgewiesen werden, wobei an alkalische

Phosphatase gekoppeltes Strepavidin verwendet wurde.
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2.4.4 Benzonase ™-Behandlung

Die Lyse von Sdugerzellen setzt sehr viel chromosomale DNA frei, die vor der
Gelelektrophorese zerkleinert werden muss. Zur Spaltung der DNA wurde Benzonase™
eingesetzt, eine Nuklease aus Serratia marcescens, die samtliche Arten von DNA und RNA
zu kleinen Oligonukleotiden von drei bis finf Basenpaaren zerstiickelt und auch in Gegenwart
von 4 M Harnstoff, 100 mM 2-Mercaptoethanol oder verschiedenen Detergenzien noch zu
fast 100% aktiv ist. Die Zellen wurden in Laemmli-Auftragspuffer lysiert. AnschlieRend
wurde MgCl, zugegeben (Endkonz. 1 mM) und mit 10 U Benzonase™ pro 100 000 Zellen
bei 4°C fur 15 min inkubiert. Die Proben wurden vor dem Auftrag auf das Polyacrylamidgel 5

min bei 4°C mit 14000 upm zentrifugiert.
2.4.5 Enzymatische Deglykosylierung

Enzymatische Deglykosylierungen wurden mit den Enzymen Peptid-N4-(N-acetyl-f-
glucosaminyl)asparaginamidase (N-Glycopeptidase F, PNGase F, EC 3.2.2.18) und Endo--
N-acetylglucosaminidase H (Endo H, EC 3.2.1.96) durchgefihrt.

Zur Deglykosylierung mit Endo H wurden die Rohmembranen bei einer Proteinkonzentration
von 2 mg/ml in 40 mM Natriumcitrat pH 5,5, 0,1% SDS, 2 mM PMSF und 0,14 U/ml Endo H
fur 3 h bei 37°C inkubiert. Bei der Deglykosylierung mit PNGase F wurden 3 mg/ml
Membranen in 50 mM Natriumphosphat pH 7,5 mit 100 U/ul PNGase F fur 30 min bei 37°C
inkubiert. In Kontrollansatzen wurden die Membranen jeweils identisch behandelt, jedoch
ohne Zugabe von Enzymen. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 1/3 Volumen 4 x
Laemmli-Auftragspuffer gestoppt und die Proben durch SDS-PAGE immunologisch mittels

Western Blot analysiert.

2.5 Sdulenchromatografische Methoden

2.5.1 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie

Das Prinzip dieser Chromatographie beruht auf der reversiblen, spezifischen Bindung der

Aminoséureseitenketten, insbesondere von Histidin an zweiwertigen Metallionen (Cu?*, Ni**,
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Co?*, Zn*"), die durch Komplexierung an einen chelierenden Liganden der stationaren Phase
immobilisiert sind.

Nicht gebundene Proteine werden durch Waschen mit Puffer entfernt. Gebundene Proteine
kénnen durch folgende Methoden eluiert werden: (1) Senkung des pH-Wertes, sodass die
Histidinreste im Protein positiv geladen werden und damit nicht mehr mit den Metallionen
wechselwirken; (2) Zugabe steigender Konzentrationen von Imidazol oder Histidin, die mit
dem Protein um die Metall-Bindung konkurrieren.

Zur Aufreinigung des rekombinanten B,-adrenergen Rezeptors wurde in dieser Arbeit ein
Dekahistidinanhéngsel an den C-Terminus des Rezeptors fusioniert. Der Rezeptor wurde wie
in 2.8.6 beschrieben aus S&ugerzellmembran solubilisiert, das Solubilisat auf eine Imidazol-
Konzentration von 20 mM eingestellt. Das Saulenmaterial (in dieser Arbeit Ni-NTA-Agarose
der Firma Qiagen) wurde zunichst mit H,O gewaschen und mit Aquilibrierungspuffer
aquilibriert. Das Solubilisat wurde auf die Sdule gegeben. Anschliefend wurden nicht
gebundene Proteine durch Waschen mit Aquilibrierungspuffer entfernt. Dabei wurde die
Saule mit Waschpuffer so lang gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm den Basiswert
erreicht hatte. Die Elution erfolgte in den ersten L&ufen ber einen linearen Imidazol-Gradient
(0-500 mM). Die daraus ermittelten Kenntnisse wurden als Grundlage fur die nachfolgende
Aufreinigung genutzt. Die einzelnen Fraktionen der Chromatographie wurden durch SDS-

PAGE und Ligandenbindungstest analysiert.

Aquilibrierungspuffer Hepes-Puffer pH 7,4
0,1% n-Dodecyl-B-D-Maltosid
10 mM Imidazol

Waschpuffer Hepes-Puffer pH 7,4
0,1% n-Dodecyl-p-D-Maltosid
40 mM Imidazol

2.5.2 Gelfiltrations-Chromatographie
Die Gelfiltration dient dazu, Proteine der GrolRe nach aufzutrennen. Dazu verwendet man ein

poréses Saulenmaterial. Die Auftrennung erfolgt, weil kleinere Molekile in die Poren

eindringen und ihre Passage durch die Séule verzdgert wird, wahrend groRere Molekile, die

46



Material und Methoden

auf Grund ihrer Gré3e vom Eindringen in die Poren ausgeschlossen werden, schneller mit der
mobilen Phase durch die Sdule hindurchwandern.

Zur Analyse der Dispersitdt des gereinigten p-adrenergen Rezeptors wurde eine
Gilfiltrationsuntersuchung in einem Smart™ Chromatographiesystem (Pharmacia, Schweden)
durchgefiihrt. Hierbei wurde entweder eine Superose® 6 PC 3.2/30 oder eine Superose® 12
PC 3.2/30-Séule verwendet. Als Puffer wurde Hepes-Puffer mit 0,05-0,1% n-Dodecyl-p-D-
Maltosid verwendet, die Flussrate betrug 50 pl/min, die Temperatur 4 °C. Das Probevolumen
betrug 50 pl. Es wurden 100 pl Fraktionen gesammelt und diese auf spezifische
Ligandenbindung und nach Auftrennung im SDS-PAGE durch Silberfarbung untersucht.

2.6 Radioligandenbindungstest

Um die bindungsfahige Rezeptorpopulation vollstandig zu erfassen, muss der Radioligand in
mehrfachem Uberschuss (10 x Kp) eingesetzt werden. Zur Abtrennung des freien Liganden

wurden die im folgenden beschriebenen Filtrations- oder Gelfiltrationsverfahren verwendet.

2.6.1 PEIl/Filtrationstest zur Messung des membrangebundenen [, adrenergen

Rezeptors

Zur Bestimmung des membrangebundenen Rezeptors wurden 10-50 pg Membranprotein mit
> 5 nM [*H] CGP-12177 in Hepes-Puffer 30 min bei 30°C in einem Volumen von 500 pl
inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben (ber einen in 0,3 % PEI (Polyethylenimid)
getrankten Glasfaserfilter filtriert. Die Filter wurden dreimal mit 4 ml kaltem Wasser
gewaschen und zusammen mit 4,5 ml Szintillationscocktail in Szintillationsflaschchen
uberfuhrt. Die Ligandenbindung wurde in einem Szintillationszahler gezahlt. Fur jede
Membranprobe wurden 5 Messungen durchgefiihrt. Zwei davon wurden zur Bestimmung der

unspezifischen Bindung mit 2 mM Alprenolol versetzt.
2.6.2 Gelfiltrationstest zur Messung des solubilisierten B, adrenergen Rezeptors
Der Gelfiltrationstest wurde nach Caron und Lefkowitz (1976) durchgefihrt. Dazu wurden 20

ul Solubilisat in einem Gesamtvolumen von 250 pl in Hepes-Puffer mit 5-10 nM [°*H] CGP-
12177, 0,1 % n-Dodecyl-p-D-Maltosid, 0,0024 % Cholesterolhemisuccinat und 0,006 %
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Phophatidylcholin 30 min bei 30°C inkubiert. Die Testgemische wurde auf eine Sephadex G-
50 M Sdule aufgetragen und anschliefend mit 500 ul eiskaltem Hepes-Puffer gewaschen. Der
Rezeptor wurde mit 900 pl eiskaltem Hepes-Puffer eluiert. Das Ausschlussvolumen wurden
gesammelt und im Szintillationszdhler nach Zugabe von 3,5 ml Szintillationscocktail

gemessen.

2.6.3 Ligandenbindungstest zur Bestimmung der maximal bindungsfahigen

Rezeptorpopulation an Zellen

Die Zellen aus 24-Wells-Kulturschalen wurden mit PBS gewaschen und anschlieend in
DMEM Medium mit 5 nM [*H] CGP-12177 45 min bei 37°C inkubiert. Fir die Bestimmung
der unspezifischen Bindung wurde 4 mM Alprenolol zugegeben. Nach der Inkubation wurden
die Kulturschalen auf Eis gelegt und die Zellen 3 x mit eiskalter PBS-Puffer gewaschen.
Danach wurde zu jeder Vertiefung 1 ml 0,5 N NaOH gegeben und 2-3 h bei 37°C inkubiert.
Zur Neutralisierung wurden jeweils 30 pl Eisessigsaure gegeben. Die gesamte Probe wurde

mit 3 ml Szintillationscocktail gemischt und im Szintillationszéhler gemessen.

2.7 Zellkulturmethoden

Die Kultivierung der einzelnen Zellinien und die mit den Zellen durchgefihrten
Inkubationsschritte erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, generell bei 37°C in einer
Atmosphére von 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%. Der erhohte CO,-
Gehalt der Luft dient mit dem im Medium enthaltenen Natriumhydrogencarbonat als
Puffersystem zur Stabilisierung des pH-Wertes, was aufgrund der entstehenden
Stoffwechselprodukte CO,, Ammonium und Lactat erforderlich war.

2.7.1 Anlegen und Passagieren von Kulturen adharenter Zellen

Zur Kultivierung von adhdrenten Zelllinien wurden Gewebekulturflaschen und —schalen
verwendet. Die verwendeten Kulturflaschen und -schalen besallen eine behandelte
Oberflache, um den Zellen das Anheften auf der Kunststoffoberflache zu ermdglichen.

Wenn die adhédrenten Zellen einen hohen Konfluenzgrad erreichten, kommt es zum
Wachstumsstillstand aufgrund der sogenannten Kontaktinhibition. Zur Generierung von
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Subkulturen wurde das alte Medium verworfen und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Zellen in einer 175 cm? Flasche durch 3-miniitige Inkubation mit 2
ml TrypsinfEDTA-LOsung vom Flaschenboden gelost und in 10 ml Zellkulturmedium
suspendiert. Die Zugabe von Kulturmedium bewirkt eine Inaktivierung der Trypsin/EDTA-
Losung. Es folgte die Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauer-Z&hlkammer und neue
Kulturen konnten angeimpft werden. Dabei wurden 1,5 x 10° BHK-Zellen in 30 ml Medium
in einer frischen 175 cm® Kulturflasche ausgesat. Die Subkultivierung der Zellen zur
Stammbhaltung erfolgte alle 2 bis 3 Tage. Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen wéhrend
der exponentiellen Wachstumsphase bei einer Zelldichte von 0,5-1 x 10" Zellen/ml in
Medium mit 10% (v/v) DMSO schrittweise bis zu —80°C abgekihlt und dann in fliissigem
Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die Gefrierkulturen bei 37°C im Wasserbad

erwarmt und anschlieRend in entsprechendem Medium kultiviert.
2.7.2 Anlegen und Passagieren von Suspensionskulturen in Spinnerflaschen

Zur Kultivierung von Sdugerzellen in Suspension wurden Spinnerflaschen verwendet.
Suspensionskulturen wurden unter den gleichen Inkubationsbedingungen bei einer
Durchmischungsgeschwindigkeit von 90 upm kultiviert. Fir das Anlegen einer
Suspensionskultur ist eine Zelldichte von 3 x 10° Zellen/ml erforderlich. Bei einer Dichte von
1,5 x 10° ml* wurden die Zellen passagiert. Fiir den Mediumwechsel wurden die
Suspensionskulturen bei 600 x g fiir 10 min (RT) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und

der Niederschlag mit neuem Medium resuspendiert.
2.7.3 Viabilitatstest mit Trypanblau

Zur Beurteilung der Viabilitat einer Kultur wurde ein Kulturaliquot mit dem 0,1 x VVolumen
einer 0,4%igen Trypanblau-L6sung gemischt und nach 2 min die Zellen mit einer Neubauer-
Zahlkammer ausgezéhlt. In tote Zellen dringt der Farbstoff Trypanblau ein und féarbt sie blau,
gesunde Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf. Eine gesunde Kultur enthélt ca. 97-98%

farblose, d.h. lebende Zellen.
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2.8 Proteinproduktion mit dem Semliki Forest Virus

2.8.1 In vitro Transkription

Zur Erzeugung grolRer Mengen hochspezifischer und biologisch aktiver RNA wurde eine in
vitro Transkription durchgefiihrt. Diese wurde Uber einen im pSFV-Vektor vorliegenden SP6-
Promotor ermdéglicht und erfolgte mit linearisiertem Plasmid. Bei der Linearisierung kamen
die Restriktionsenzyme Spel (fir Helper2 Vektor) und Nrul (fur Expressionsvektoren) zum
Einsatz. Anschlielend wurde die DNA (ber eine Phenol/Chloroform-Extraktion und

Ethanolféllung gereinigt. Fur eine 50 ul in vitro Transkriptionsreaktion wurden angesetzt:

Linearisiertes Plasmid 0,5 pg/ul 5ul
10 x SP6-Puffer 5ul
m’G(5”)ppp(5°)G (CAP) 10 mM 5 pl
DTT 50 mM 5ul
rNTP-Mix (ATP, CTP, UTP 10 mM; GTP 5 pl

5 mM)

DEPC-H,0 18,5 pl
RNAsin (40 U/ul) 1,5 ul
SP6-RNA-Polymerase (20 U/ul) 5ul

Der Reaktionsmix wurde bei 37°C fir 1 h inkubiert. Danach wurde 1 pl des
Reaktionsansatzes in einem 0,8 % Agarosegel analysiert. Die RNA wurde anschlielend direkt

flr die Elektroporation der BHK Zellen eingesetzt.

2.8.2 Transfektion der Saugerzellen mittels Elektroporation

Die Zellen fur die Elektroporation sollten sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden. Dazu wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 90% durch Behandlung mit
Trypsin vom Flaschenboden geldst und in Medium suspendiert. Durch Zentrifugation fiir 5
min bei 500 g wurden die Zellen sedimentiert. Der Niederschlag wurde einmal mit PBS
gewaschen und schlieBlich so suspendiert, dass eine fur die Elektroporation optimale Dichte
von 2 x 10" Zellen/ml erreicht wurde. Pro Elektroporation wurden 400 pl dieser

Zellsuspension in eine 0,2 cm Elektroporationskiivette gegeben. Sofort wurden 50 ul in vitro
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Transkriptionsansatz der rekombinanten RNA mit 25 ul der Helper2-RNA dazu pipettiert und
grindlich vermischt. Die Elektroporation erfolgte in zwei direkt aufeinander folgenden Pulsen
bei einer Spannung von 1,5 kV und einer Kapazitat von 25 pF. Der Widerstand wurde dabei
auf unendlich eingestellt. Die Zeitkonstante betrug pro Puls 0,7 ms. Die transfizierten Zellen
wurden anschlieBend mit 10 ml Medium versetzt und in einer 25 cm? Gewebekulturflasche

ausgesat und in einem Inkubator fir 24 h inkubiert.
2.8.3 Ernte und Aktivierung der rekombinanten Viren

Nach 24 h Produktionszeit (s.2.8.2) wurden die Viren geerntet. Da die Viren von den
transfizierten Zellen ins Medium sekretiert wurden, konnten diese durch AbgielRen des
Mediums in einem Falconréhrchen gesammelt werden. Es folgte ein 10 Minuten langer
Zentrifugationsschritt bei 4°C und 2000 upm zur Abtrennung von zelluldren Bestandteilen.
Die Virusstocks wurden generell tber einen 0,22 um Filter sterilfiltriert und bei —80°C
gelagert oder direkt fur die Infektion eingesetzt.

Die Aktivierung des Virusstocks erfolgte bei 37°C uber eine 15-mindtige Inkubation mit 1/40
Vol. einer a-Chymotrypsin-Losung (20 mg/ml). AnschlieRend wurde das a-Chymotrpsin mit
1/40 Vol. des Proteaseinhibitors Aprotinin (10 mg/ml) inaktiviert. Die aktivierten Virusstocks

wurden direkt zur Infektion eingesetzt.
2.8.4 Infektion und Ernten der Zellen

Die Zellen in einer 175 cm? Flasche wurden nach Entfernung des Mediums mit 10 ml PBS
gewaschen. Die zur Infektion eingesetzte Viruslosung wurde mit PBS auf 15 ml aufgefullt
und zu den Zellen gegeben. Die Infektion erfolgte Gber eine einstiindige Inkubation der Zellen
bei 37°C. Danach wurde die Virusldsung entfernt. Nach Zugabe von 30 ml frischem Medium
wurden die Zellen weitere 24 h inkubiert und am folgenden Tag mit einem Zellschaber oder
durch Abspilen mit einer Pipette geerntet.

GroRere Mengen an rekombinantem Protein  wurden durch die Infektion von
Suspensionskulturen produziert. Kulturen mit einer Zelldichte von 1-1,5 x 10° Zellen/ml
wurden 10 min bei 500 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1/5 des urspringlichen
Kulturvolumens resuspendiert und mit rekombinanten Viren infiziert. Nach der Inkubation
unter leichtem Rihren fur 1 Stunde wurde die Zellsuspension mit frischnem Medium auf das

urspringliche Kulturvolumen aufgefullt und weiter inkubiert. Zum Zeitpunkt der maximalen
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Proteinproduktion (20-40 h nach der Infektion) wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet (10 min bei 500 g und 4°C). Der Niederschlag wurde bis zur weiteren Verarbeitung

bei —20°C gelagert.
2.8.5 Bestimmung des Virustiters

In dieser Arbeit wurde bei der Herstellung rekombinanter Virenpartikel je ein Kontrollansatz
mit dem Konstrukt SFV-GFP oder SFV-B,ARGFP durchgefiihrt. Zur Bestimmung des
rekombinanten Virustiters wurden jeweils 10000 BHK-21-Zellen in die Vertiefungen von
Nunclon™A-Multischalen mit 96 Vertiefungen gesaht und mit verschiedenen Verdiunnungen
(10™-107°) der Viren SFV3GFP oder SFV3B,ARGFP infiziert. 24 Stunden nach der
Infektion wurde der Titer dieser Viren durch Auszéhlen der positiven Zellen
(grinfluoreszierenden) bestimmt. Fir die parallel hergestellten Virusldsungen wurde ein Titer

mit gleicher Konzentration angenommen.
2.8.6 Zellaufschluss und Membranpraparation
2.8.6.1 Zellaufschluss mit Glasperlen

Bei der Optimierung der Expression in Sdugerzellen wurden Membranen in analytischem
MaRstab prapariert. 15-25 x 10° Zellen wurden in 1 ml Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI
pH7,4, ImM EDTA, 5% Glycerin, 50 pg/ml Bacitracin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF,
Pepstatin A 1 pg/ml) suspendiert und in ein 2 ml-Eppendorfgefass uberfuhrt. Zu der
Zellsuspension wurden ca. 700 pl Glasperlen und Proteaseinhibitoren zugegeben.
AnschlieBend wurde das Eppendorfgefal auf einen Schiittler gespannt und bei maximaler
Einstellung fur 10 min bei 4°C geschittelt. Zellkerne und nicht aufgeschlossene Zellen
wurden durch eine 10minitige Zentrifugation bei 4 °C und 500 g abgetrennt (Low-Spin). Der
Uberstand wurden mit 100000 g fur 45 min bei 4°C zentrifugiert (High-Spin). Das
Membransediment wurde mittels Potter-Homogenisator in 0,5 ml Hepes-Puffer (s. 2.1.3)

resuspendiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —75°C gelagert.
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2.8.6.2 Zellaufschluss mit der Parr-Bombe

Fir die Membranpréparation im grofen Malistab wurden die Zellen in Suspensionskultur
infiziert. Hierbei wurden Kulturvolumina von 500 bis 1000 ml mit einer Zelldichte von 1-1,5
x 10° Zellen/ml eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet und in etwa 1/20 des Kulturvolumens
(zu ca. 20 x 10° Zellen/ml) in Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI pH7,4, 1ImM EDTA, 5%
Glycerin, 50 pg/ml Bacitracin, 10 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF, Pepstatin A 1 pg/ml)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte bei 4°C. Die Zellsuspension wurde in der Parr-
Bombe bei einem Uberdruck von 3,4 MPa unter Stickstoff fiir 45 min inkubiert. Durch einen
kontrolliert  eingeleiteten Druckabfall wurden die Zellen aufgeschlossen. Die
Aufschlusssuspension wurde fir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Anschliefend wurde der
Uberstand in 45Ti-Réhrchen tberfiihrt. Die Ultrazentrifugation erfolgte mit 100 000 g fir 2 h
bei 4 °C. Die erhaltenen Membranen wurden mit Hilfe des Potter-Homogenisators in Hepes-

Puffer (s. 2.1.3) suspendiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —75°C gelagert.

2.8.6.3 Zellaufschluss mit der French Press

Die French Press besteht aus einem Zylinder mit einem zur Zylinderwand abgedichteten
Kolben. Am Grund des Zylinders befindet sich eine Bohrung mit geringem Durchmesser, die
durch ein Reduzierorgan in ihrem Querschnitt verengt wird. Zum Zellaufschlu® wird die
Zellsuspension blasenfrei in den vorgeklhlten Zylinderraum eingefullt. Bei verschlossener
Auslassbhohrung wurde der Kolben mittels Hochdruckhydraulikpresse auf den gewinschten
Druck (bis zu 2000 bar) eingestellt. Sobald dieser erreicht war, wurde das Ventil soweit
geoOffnet, dass die Suspension mit geringem Volumenstrom austrat. Durch die plétzliche
Expansion der unter einem Druck von 2000 bar gegen Normaldruck stehenden Zellsuspension
wurde die Zellwand aufgerissen. Die Zellsuspension wurde 2 Kompressions-
Dekompressionszyklen unterworfen. Die Zentrifugation und Isolation der Membranen
erfolgte wie unter 2.8.6.2 beschrieben.

2.8.7 Solubilisierung des B, adrenergen Rezeptors aus Saugerzellen Membranen

Die Membranen wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit Hepes-Puffer (s. 2.1.3) auf eine

Proteinkonzentration von 2-5 mg/ml eingestellt. Zur Solubilisierung der Membranproteine
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wurde die Detergenzkonzentration durch Zugabe von n-Dodecyl-B-D-Maltosid auf 1,5 %
eingestellt und 2 h bei 4°C leicht schwenkend inkubiert. Im Anschluss folgte eine
Ultrazentrifugation bei 100 000 g fiir 45 min bei 4°C. Danach wurde der Uberstand

abgenommen und weiterverarbeitet.

2.8.8 Messung der cAMP-Akkumulation in Saugerzellen

Zur Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration wurden die Zellen durch Inkubation in
0,1 M HCI lysiert. Nach der Neutralisation mit NaOH wurde das Lysat 5 min bei 15000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die CAMP-Messung eingesetzt. Die CAMP-Messungen
erfolgten mit dem kommerziell erhaltlichen cAMP Enzyme Immunoassay Kit (Firma
Biotrend Chemikalien, Koéln). Das Prinzip des Assays beruht auf der Fahigkeit der
Komplexbildung zwischen Antigen (cCAMP) und einem anti-cAMP-Antikorper. Das in der
Probe vorhandene cAMP konkurriert mit einem der Probe zugesetzten cAMP, das an
alkalische Phosphatase gekoppelt ist, um die Bindung an den im Unterschuss vorhandenen
anti-cAMP-Antikorper. Je mehr cAMP in der Probe ist, desto weniger alkalische
Phosphatase-markiertes cAMP kann an den Antikorper gebunden werden. Nach einer
Aquilibrierungsphase wird der anti-cAMP-Antikdrper von einem an der Oberflache einer 96-
Wells-Plate immobilisierten zweiten Antikérper gebunden und der Uberstand mit dem
nichtgebundenen cAMP vollstdndig entfernt. Anschlieend wird Substrat der alkalischen
Phosphatase zugegeben und die Intensitat der Farbreaktion bei 405 nm gemessen. Die
Intensitat korreliert invers mit der Konzentration von CAMP in der Probe.

Die wichtigsten Parameter flir die Rezeptorproduktion mit anschliefender cAMP-Messung,
wie z.B. die MOI, die Infektionsdauer, die Konzentration von Adenylatzyklase-Aktivator
Forskolin, die HCI-Konzentration zur Zelllyse, mussten in Vorversuchen bestimmt und
optimiert werden. Die Messung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

54



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Konstruktion der Expressionsvektoren

Das Semliki Forest Virus (SFV)-Expressionssystem besteht aus zwei Komponenten, einem
Expressionsvektor und einem Helferplasmid. Die vom SFV abgeleiteten Expressionsvektoren
werden als pSFV 1, 2 oder 3 bezeichnet. Sie unterscheiden sich voneinander nur durch ihre
multiple Klonierungsstelle (MCS). Eine schematische Darstellung der Expressionsvektoren

und der Polylinker-region ist in Abb. 3.1 wiedergegeben.

SP6

,/Apr

PSFV1-3

MCS

pSEV1:

26S RNA Xmal
26S promotor BamHI-Smal
5 JACCTCTACGGCGGTCCTAGATTGGTGCGTTAATACACAGAATTCTGATTGGATCCCGGGTAATTAATTGAATT-3"
[y MCS STOP Kassette
nsP4 END|
pSFV2:
BamHlI Smal Xhol

5-TGCGTTAATACACAGAATTCTGATTGGATCCCGGTCCGAAGCGCGCTTTCCCGGGAACTCGAGTTCACTAGTCGATC
nsP4—END

Notl

CCGCGGCCGCTTTCGAACCTAGGCAAGCATGCGGGCCCAGTGGGTAATTAATTGAATTACATCC-3’
STOP Kassette

PSEV3:

ABamHI _BamHI Smal Notl
5-TGCGTTAATACACAGAATTCTGATTGGATCGATGGATCCCGGGTCTCGAATTCGCGGCCGCTTTCGAACCTAGGCAA

nsP4—END|

GCATGCGGGCCCAGTGGGTAATTAATTGAATTACATCC-3’

STOP Kassette

Abb. 3.1: Polylinker-region der SFV-Konstrukte pSFV1, 2 und 3 (nach Liljestrom & Garoff, 1991). Apr:
Ampicillinresistenzgen; nsP: Nichtstrukturgene; SP6: SP6-Promotor fir die in vitro Synthese von RNA-
Transkripten des Vektors; MCS: multiple Klonierungsstelle.
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Zur Expression des Bp-adrenergen Rezeptors wurden in dieser Arbeit sieben verschiedene
rekombinante Semliki Forest Viren hergestellt. Fir die Herstellung dieser Viren wurden
sieben  Expressions-Vektoren und ein  pSFV-Helper2-Plasmid  verwendet. Die
Expressionsvektoren lassen sich in zwei Gruppen einteilen:

e Vektoren, die sich von Basisvektor pSFV2gen ableiten.

e Vektoren, die sich von Basisvektor pSFV2CAP ableiten.

Alle Konstrukte, die fur die Produktion des [,-adrenergen Rezeptors im SFV-

Expressionssystem kloniert wurden, sind in Abb. 3.2 dargestelt.

PSFV3 B2AR eGFP

PSFV2 Koz. HA Flag B2AR

BT S

m_“

Abb. 3.2: Ubersicht tber die Expressionsvektoren zur Produktion des B,-adrenergen Rezeptors im SFV-
Expressionssystem. eGFP: Kodierregion fiir das ,,enhanced green fluorescent protein* aus Aequorea victoria;
His 10: 10 x Histidine; Koz.: Kozak-Sequenz; HA: Kodierregion des Signalpeptids aus dem Hamagglutinin-
Protein des Influenza-Virus; Flag: Kodierregion des Flag-Peptids; Bio: Sequenz fiir die Biotinylierungsdomane

der Transcarboxylase aus Propionibacterium shermanii.
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Konstruktion der Expressionsvektoren basierend auf pSFV2gen:

Der Vektor pSFV2gen ist freundlicherweise von Kenneth Lundstrom (Bio-Xtal, Lausanne,
Schweiz) zur Verflgung gestellt worden. Dieser Vektor ist die Grundlage fur viele
Expressionsvektoren.

Der Vektor pSFV2gen wurde mit den Enzymen BamHI und Notl getffnet und die
hybridisierten Oligonucleotide pSFV2CAPs, + pSFV2CAP,, eingefiigt. Der erhaltene Vektor
wurde als pSFV3 bezeichnet (Abb. 3.3).

MCS in Vektor pSFV2 bzw. pSFV2CAP:

BamHI Notl
| — | —

Abb. 3.3: Leserasterverschiebung in MCS um eine Stelle von GGA in pSFV2 und pSFV2CAP auf GAT in
pSFV3 und pSFV3CAP.

Der Vektor pSFV3B,ARGFP ist freundlicherweise von Dr. C. Reinhart (MPI fur Biophysik,
Frankfurt a.M.) zur Verfugung gestellt worden. Im kodierten Protein wurde der p,-adrenerge
Rezeptor mit dem modifizierten ,,enhanced” griin fluoreszierenden Protein (eGFP) aus der
Tiefseequalle Aequorea victoria C-terminal fusioniert. Aufgrund seiner spektroskopischen
Eigenschaften (Anregung bei 490 nm, Emission bei 510 nm) kann das B,ARGFP-
Fusionsprotein mittels fluoreszenzmikroskopischer Techniken in vivo sichtbar gemacht
werden. Das eGFP kann auch mit einem anti-GFP Antikorper im Western Blot nachgewiesen
werden.

Im Vektor pSFV3B,ARHis wurde das Gen des B,-adrenergen Rezeptors mit einer fir 10
Histindine kodierenden Sequenz fusioniert. Das Dekahistidinanhéngsel sollte zur Anreichung
der Rezeptoren mittels Metallchelatchromatographie genutzt werden. Als Ausgangskonstrukt
diente der Pichia pastoris-Expressionsvektor pPIC9KFlagHisB,ARBio (Dr. C. Reinhart, MPI
fiir Biophysik). Das Fragment Bio wurde mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Notl
aus dem Vektor herausgeschnitten. In den geschnittenen Vektor wurden die hybridisierten

Oligonucleotide Hisl0s + HislOp, ligiert. Aus dem erhaltenen Konstrukt wurde das
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Fragment B,ARHis BamHI/Notl herausgeschnitten und abschlieBend Uber die selben
Schnittstellen in den Vektor pSFV3 hinein ligiert. Der erhaltene Vektor pSFV3p,ARHis
wurde (ber Restriktionsanalyse und Sequenzierung dberprift und fir die in vitro
Transkription mit der Restriktionsendonuklease Nrul linearisiert.

Der Vektor pSFV2KHAFlagp,ARHis kodiert fur ein Fusionsprotein, das neben dem
Signalpeptid aus dem H&magglutinin (HA)-Protein des Influenza-Virus, dem Flag-Epitop und
dem B,-adrenergen Rezeptor noch ein Dekahistidinanhangsel enthélt. Das HA-Signalpeptid
sollte die Insertion des Rezeptors in die Membran verbessern und so die Produktion steigern.
Vor dem Start-Codon wurde noch eine ,Kozak-Sequenz* zur Erhohung der
Translationseffizienz eingefugt. Zur Konstruktion dieses Vektors wurde zuerst der Vektor
pSFV2gen mit den Enzyme BamHI und Xhol getffnet. Ein Stuck doppelstrangige DNA, das
fir die Influenza HA-Signalsequenz sowie fir das Flag-Epitop codiert, wurde Uber
BamHI/Xhol eingefugt. Durch Einfligen dieses Fragments wurde eine BamHI-Schnittstelle im
Ursprungsvektor deletiert und hinter der Sequenz fiir das Flag-Peptid wieder eingefthrt. In
diesen neuen Vektor wurde das Fragment B,ARHis BamHI/Notl eingefiigt.

Der Vektor pSFV2Hisp,ARBio kodiert fur ein Fusionsprotein aus einem N-terminalen
Dekahistidinpeptid, der Biotinylierungsdomane der Transcarboxylase aus Propionibacterium
shermanii und dem [,-adrenergen Rezeptor. Die Biotinylierungsdoméne sollte tber ihre
Bindung an Strepavidin bzw. Monomeres Avidin zum Nachweis und zur Reinigung
verwendet werden. Aus dem Plasmid pPIC9KFlagHisp,ARBio wurde das His10B,ARBI0
BamHI/Notl- Fragment isoliert. Dieses Fragment wurde in den ebenso geschnittenen Vektor
pSFV2gen ligiert. Das resultierende Konstrukt wurde mittels Restriktionsanalyse tberpriift

und anschlieBend fir die in vitro Transkription linearisiert.

Konstruktion der Expressionsvektoren basierend auf pSFV3CAP:

Das Gen des Kapsid-Proteins aus dem Genom des Semliki-Forest-Virus enthélt eine
translational enhancer-Sequenz am 5’-Ende, die das Expressionsniveau von rekombinantem
Protein stark (bis zu 10 fach) erhéhen kann (Lundstrom et al. 2001). AuRerdem weist das
Kapsid-Protein eine autokatalytische Spaltungsaktivitat auf, die sich nach der Translation von
dem rekombinanten Protein wirksam trennen kann.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob diese translational Enhancer-Sequenz sich
positiv auf die Expression des (,-adrenergen Rezeptors auswirkte. Zu diesem Zweck wurde

das Plasmid pSFV3CAP konstruiert. Aus dem Vektor pSFV2gen wurde ein Fragment
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BamHI/Xbal herausgeschnitten und gegen das ebenfalls mit den Endonukleasen BamHI/Xbal
geschnittene Fragment aus dem Vektor pSFV1CAP ersetzt. Der resultierende Vektor
pSFV2CAP wurde mit den Enzymen BamHI und Notl gedffnet und die hybridisierten
Oligonukleotide pSFV2CAPs, + pSFV2CAP, eingefligt. Der erhaltene Vektor wurde als
pSFV3Cap bezeichnet, dessen Unterschied zu pSFV2CAP im Leseraster der MCS liegt (Abb.
3.3).

In den Vektor pSFV3CAP wurde das Fragment B,ARHis aus dem Vektor pSFV3p,ARHis
BamHI/Notl eingeflgt. Das Ergebnis war der Vektor pSFV3CAPB,ARHis. Zu Konstruktion
des Vektors pSFV2CAPHIsB,ARBio wurde in den mit BamHI/Notl gedffneten Vektor
pSFV2CAP ein BamHI/Notl Fragment aus dem Vektor pSFV2Hisp,ARBIo ligiert. Die
Vektoren pSFV3CAPB,ARHis und pSFV2CAPHIsB,ARBI0 entsprechen den Vektoren
pSFV3B,ARHis und pSFV2Hisp,ARBio mit dem Unterschied, dass die Expression des

Rezeptors unter dem Einfluss des Kapsid-Proteins steht.

3.2 in vitro Transkription

Fur die Produktion des [,-adrenergen Rezeptors in Sdugerzellen wurde von den
Expressionsplasmiden und Helferplasmiden durch in vitro Transkription mRNA hergestellt.
Die Qualitét der Transkripte wurde auf einem 0,8 %igen Agarosegel tberprift. Abbildung 3.4
zeigt ein Agarosegel der in vitro Transkripte.

Die Laufhéhe der B,ARHis10-SFV-RNA (9461 Bp) entspricht etwa der eines 2000-
Basenpaar-DNA-Fragments und die der Helfer2-RNA (5413 Bp) der eines 1500-Basenpaar-
DNA-Fragments. Eine RNase-Kontamination lag nicht vor, da die RNA gut abgegrenzte
Banden bildeten und keine Fragmente sichtbar waren. Weiterhin wiesen beide Banden die
gleiche Intensitat auf, was auf vergleichbare Ausbeuten bei der in vitro Transkription
schlielen lieR. In einigen Fallen waren Banden unterhalb der Hauptbanden zu beobachten. Sie
sind moglicherweise unvollstdndige Produkte der in vitro Transkription, die bei
Reaktionsabbriichen entstehen konnen. Die Ursache fur die Reaktionsabbriiche kann ein bei

grolRen Transkripten auftretender NTP-Mangel sein (s. Kap. 3.4.1).
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Abb. 3.4: Agarosegel zur Analyse der in vitro Transkription. Die Vektoren wurden linearisiert, gereinigt und 2,5
Mg zur in vitro Transkription mit Hilfe der SP6 RNA-Polymerase eingesetzt. Nach 1 Stunde Reaktionszeit
wurden pro Spur 1 pl des Reaktionsansatzes (50 pl) auf das 0.8%ige Agarosegel aufgetragen. Spur 1: DNA-
Marker; Spur 2: pSFV2p3,ARHis10; Spur 3: Helper2.

Northern Blot-Analyse:

Durch die Northern Blot-Analyse wurde die Produktion der RNA bei der in vitro
Transkription nachgewiesen. Abbildung 3.5 zeigt das Ergebnis der Northern Blot-
Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten 3,AR cDNA-Sonde. Es sind zwei Banden zu
erkennen. Die obere starkere Bande ist DNA, die untere schwachere Bande zeigt die RNA.
Die deutlich schwéchere Intensitdt des RNA-Signals ist darauf zurlickzufuhren, daf} die
Hybridisierung zwischen RNA und DNA-Sonde durch die Sekundarstruktur der RNA

erschwert wurde.

<— Template- DNA

f-...ﬂ <— Transkript (RNA)

Abb. 3.5: Northern Blot-Analyse der RNA bei der in vitro Transkription. 3 pl des Transkriptionsansatzes wurden
auf das 0,8%ige Agarosegel geladen. Spur 1: DNA-Fragment B,AR als positive Kontrolle. Spur 2: in vitro

Transkriptionsansatz.
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3.3 Produktion des humanen [3,-adrenergen Rezeptors mit dem Semliki Forest

Virus- Expressionssystem

Fur die Expression des human B,-adrenergen Rezeptors wurde der Vektor pSFV3p,ARGFP
als Kontrollplasmid verwendet. Bei Verwendung dieses Konstrukts wird das eGFP als C-
terminaler Fusionspartner des Rezeptors produziert. Dies ermdglicht es, nach der Expression
das Fluoreszenzsignal bei 488 nm im Fluoreszenzmikroskop nachzuweisen (Abb. 3.6.A).

Die Fluoreszenz war wenige Stunden nach der Infektion sichtbar und war 40 Stunden nach
der Infektion immer noch nachweisbar. Die Western Blot-Analyse mit dem anti-GFP-
Antikorper zeigte auch, dal} der Rezeptor mit GFP in den infizierten Zellen produziert wurde
(Abb. 3.6.B). Eine Angabe zur Lokalisation des Rezeptors mit GFP in den infizierten Zellen
war nicht mdglich. Wie in der Abbildung 3.6.A veranschaulicht, beschrankte sich die GFP-

Fluoreszenz nicht auf einen bestimmten Bereich der Zelle, sondern wurde in vielen

Kompartimenten der Zelle beobachtet.

50 kD- <4—,ARGFP

Abb. 3.6: A. Fluoreszenzmikroskopische Lokalisation des rekombinanten B,-adrenergen Rezeptors in Fusion mit
dem GFP in BHK-21-Zellen. Bild links: die Zellen unter dem Lichtmikroskop im Phasenkontrast. Bild rechts:
die Zellen unter dem Fluoreszenzmikrosop. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 488 nm mit einem 510
nm-Filter. B. Western Blot-Analyse zur Produktion des P,-adrenergen Rezeptors in Fusion mit dem GFP in
BHK-21-Zellen mit anti-GFP-Antikérper. Es wurden 10 pg Membranen aufgetragen. Spur 1-5: Die Zellen

wurden mit verschiedener MOIs mit B,ARHis-GFP infiziert. Spur 6: nicht infizierte Zellen.

Fur die anfangliche Expression des [,-adrenergen Rezeptors wurde der Vektor
pSFV2B3,ARHis10 verwendet. Die Generierung rekombinanter SFV-Viren und ihre
Aktivierung wurde wie unter Kap.2.8 beschrieben durchgefiihrt. Die adhdrenten BHK-21-
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Zellen (90% konfluent) wurden mit einer MOI von 10 infiziert und nach 24 h geerntet. Die
Infektion konnte durch Formverénderung der Zellen mikroskopisch nachgewiesen werden
(Ergebnis nicht gezeigt).

Der Nachweis der Produktion des rekombinanten B,-adrenergen Rezeptors in SFV-infizierten
Saugerzellen wurde durch die spezifische Bindung des radioaktiv markierten Antagonisten
[5,7-*H]-(-)-CGP-12177 oder [*H]-Dihydroalprenolol erbracht. Die Bindungstests wurden an
Membranen und an ganzen Zellen durchgefihrt. In BHK-21-Zellen, die mit dem Virus
B2ARHis-SFV infiziert wurden, konnten pro Zelle im Schnitt 2,4 x 10° + 0,6 x 10° spezifische
Bindungsstellen fiir [*H]-Dihydroalprenolol nachgewiesen werden. Nach der Praparation von
Membranen ergab der Bindungstest mit dem Antagonisten [5,7->H]-(-)-CGP-12177 1,6 + 0,2
pmol By-adrenergen Rezeptor pro mg Membranprotein. Im Vergleich zu den in der Literatur
angegebenen Werten, wie z.B. 50 pmol/mg Membranprotein fiir den humanen Dopamin-
Rezeptor (Lundstrom et al. 1998), 60 pmol/mg Membranprotein fur 5SHT3-Rezeptor aus Maus
(Lundstrom et al. 1997) und 25 pmol/mg Membranprotein fiir den aug-adrenergen Rezeptor
(Scheer et al. 1999), ist die Menge des hier produzierten 3,-adrenergen Rezeptors sehr gering.

Das SFV-Expressionssystem musste deshalb zunédchst optimiert werden.

Das Ergebnis der Western Blot-Analyse mit dem monoklonalen Antikdrper 15H6 (Agnes
Szmolenszky, MPI fur Biophysik) ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Dabei waren zwei
schwache, einzelne Banden und eine Doppelbande auf der PVDF-Membran sichtbar. Bei der
Bande um 23 kDa handelt sich mdglicherweise um ein Abbauprodukt des Rezeptors, das
durch Proteolyse entstanden ist. Bei der Bande bei 98 kDa handelt es sich méglicherweise um
die dimere oder aggregierte Form des Rezeptors. Bei der Doppelbande um 46 kDa handelt es
sich um den [B,-adrenergen Rezeptor. Die Massendifferenz der Doppelbande betragt etwa 1-3

kDa. Durch den Einsatz von Tunicamycin bzw. Swainsonin konnte das Bandenmuster nicht

geédndert werden.
1 2
Abb. 3.7: Western Blot-Analyse
98kD - s
64KD - zur Produktion des B,-adrenergen
Rezeptors in BHK-21-Zellen. Es
50KD = o
wurden 10 pg Membranen
36kD - aufgetragen.  Spur 1.  mit
B2ARHis-SFV infizierte Zellen.
22kD - ' Spur 2: mit pSFV2-SFV infizierte
st Zellen als negative Kontrolle.
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3.4 Optimierung der heterologen Produktion des [,-adrenergen Rezeptors in

Saugerzellen

3.4.1. Optimierung der in vitro Transkription
Eine erfolgreiche Virusproduktion ist von der Menge und Qualitat der produzierten RNA
abhangig. Folgende Faktoren sind fiir die RNA-Produktion bei in vitro Transkription von

Bedeutung:

Die Qualitat der Vektor-DNA: Da die lineare DNA hohere Ausbeuten an Transkripten ergibt

und ,supercoiled” Plasmid-DNA (Uberlange Transkripte erzeugt, sollte die Vektor-DNA
linearisiert werden. Es wurde festgestellt, da die DNA mit Restriktionsendonukleasen fir 16
Stunden bei 37 °C inkubiert werden musste, um einen vollstandigen Verdau zu gewahrleisten.
Nach dem Restriktionsverdau sollte die DNA fiir die in vitro Transkription von
Verunreinigungen befreit werden. Die vollstdndig verdaute DNA kann hierbei entweder durch
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolféllung oder durch Gelfiltration tiber MicroSpin™
S-200 HR Séule gereinigt werden. Die gereinigte DNA von den beiden Methoden zeigte eine
vergleichbare Reinheit. Dennoch war die Aufreinigung mittels MicroSpin™ S-200 HR Saule
wesentlich schneller und wies eine hohere Rickgewinnungsrate auf. Diese Methode wurde

fur die weitere Arbeit verwendet.

Die Menge der Templat-DNA: In einem Bereich von 0,0025 ug bis 2,5 pg DNA pro 50 pl in

vitro Transkriptionsansatz ist die RNA-Ausbeute proportional zur Menge der eingesetzten
Vektor-DNA (Protokoll der Firma Epicentre, U.S.A.). In dieser Arbeit wurden verschiedene
Mengen Vektor-DNA in einem 50 pl in vitro Transkriptionsansatz eingesetzt und die RNA-
Produktion in einer Agarose-Gelelektrophorese Uberprift. Es zeigte sich, dal 1,25 pg DNA
pro 50 ul Ansatz ausreichend waren, da bei weiterer Erhohung der DNA-Menge die RNA-
Produktion nicht gesteigert werden konnte. Dieser Wert deckt sich auch mit dem Protokoll

von Kenneth Lundstrom und wurde fir die weitere in vitro Transkription verwendet.

Das GTP/Cap-Analogon-Verhaltnis: In Eukaryonten wird die mRNA am 5’-Ende durch

Anhangen der Cap-Struktur modifiziert. Die Cap-Struktur schitzt die mRNA gegen Abbau
durch Nukleasen und spielt eine wichtige Rolle bei der Translation. Deshalb ist es

erforderlich, die bei der in vitro Transkription entstehenden RNA fiir die anschlieRende
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Transfektion in die eukaryontischen Zellen mit einer Cap-Struktur zu versehen. Dies
geschieht bei der in vitro Transkription durch die Zugabe des Cap-Analogons
m’G(5’)ppp(5’)G. Bei der Initiierung der Transkription wird das Cap-Analogon
m’G(5’)ppp(5’)G am 5’-Terminus anstelle von GTP durch die SP6-Polymerase eingebaut.

In der Praxis wurde die GTP-Konzentration im Reaktionsansatz auf 1/10 des Ublichen Wertes
(1 mM) reduziert und durch Zugabe des Cap-Analogons ersetzt (Krieg & Melton, 1987).
Dabei wurde die groRere Fraktion der produzierten RNA ge-,,cappt”. Die gesamte Ausbeute
blieb jedoch niedrig. Bei der Erhohung der GTP-Konzentration konnte die Gesamtausbeute
zwar erhoht werden, gleichzeitig aber sank der Wert an ge-,,cappter RNA. Deshalb musste
ein ausgewogenes Verhéltnis zwischen Cap-Analogon und GTP gefunden werden, um eine
hohe Ausbeute an ge-,,cappter RNA zu erzielen.

In dieser Arbeit wurden am Beispiel des Vektors pSFV2B,ARHis10 verschiedene Cap-
Analogon/GTP-Verhéltnisse auf Transkriptionseffizienz getestet. Dabei wurden bei
konstanter Konzentration des Cap-Analogons (1 mM) verschiedene Konzentrationen an GTP
in den Transkriptionsansatz zugegeben und die entstandene RNA mittels Agarose-
Gelelektrophorese miteinander verglichen (Abb. 3.8). Bei Zugabe von 0,25 mM GTP ist in
Spur 2 erkennbar, dass die gesamte RNA-Produktion deutlich héher ist als bei 0,1 mM GTP
in Spur 1. Die GTP-Konzentration mit der hochsten RNA-Ausbeute lag bei 1 mM (Spur 4).
Bei weiterer Zugabe von GTP ist der sichtbare Unterschied zwischen Spur 5 und 4 nicht
ausgepragt. Weiterhin ist erkennbar, dass die Qualitdt der RNA von Spur 2 nach Spur 4
abnimmt. Bei 0,25 mM GTP betragt das Verhaltnis Cap-Analogon/GTP 4:1. Dieser Wert
deckte sich auch mit der Empfehlung der Firma Ambion (Cambridgeshire, U.K.). Deshalb
wurden diese Cap-Analong- und GTP-Konzentrationen fir die weitere Transkription

verwendet.

Abb. 3.8: Auswirkung verschiedener GTP-Konzentrationen bei der in vitro Transkription am Beispiel der
synthetisierten B,ARHis10-SFV-RNA. Es wurden je 1 pL des Transkriptionsansatzes aufgetragen. Spur 1: 0,1
mM GTP; Spur 2: 0,25 mM GTP; Spur 3: 0,5 mM GTP; Spur 4: 1 mM GTP; Spur 5: 2 mM GTP.
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Optimierung der Reaktion: Das Standard-Protokoll fur die in vitro Transkriptionsreaktion

kann modifiziert werden, um eine grofRere Ausbeute zu erlangen. Es wurde empfohlen, die
Reaktionsdauer auf 4-6 Stunden zu verldngern (Protokoll der Firma Epicentre, U.S.A.). In
dieser Arbeit wurde die Reaktionsdauer bei der Etablierung der in vitro Transkription in
einem Bereich von 1-6 Stunden variiert. Es konnte festgestellt werden, dass eine optimale
Reaktionsdauer bei 2 Stunden lag. Eine ldngere Reaktionsdauer erhéht die RNA-Produktion
nicht. Allerdings war nach 2 Stunden Reaktionszeit ein verstarkter Abbau der produzierten
RNA auf dem Agarosegel sichtbar. Eine andere Moglichkeit, die Ausbeute zu erhéhen, war
die Reaktionstemperatur von 37°C auf 42°C zu erhéhen (Protokoll der Firma Epicentre,
U.S.A.). In dieser Arbeit wurden in vitro Transkriptionsreaktionen bei verschiedenen
Temperaturen durchgefihrt und die RNA-Produktionen miteinander verglichen. Bei der
Reaktion bei 37°C konnte die héchste Ausbeute erzielt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde die in vitro Transkription in dieser Arbeit wie folgt durchgefiihrt:

e 1 pl SP6 RNA Polymerase zu dem Reaktionsansatz geben und 1 h bei 37 °C

inkubieren.
e Danach zusatzlich 1 pl SP6 RNA Polymerase hinzugeben und weitere 1 h bei 37 °C

inkubieren.

Qualitat der Reaktionskomponenten: Die RNA-Produktion ist auch von der Qualitat der

einzelnen Reaktionskomponenten, insbesondere Enzym und Puffer, abhéngig. In dieser Arbeit
wurden drei SP6 RNA Polymerasen von den Firmen MBI Fermentas, New England Biolabs
und Roche Diagnostics getestet und miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dal3 die
Polymerase der Firma Roche Diagnostics die besten Ergebnisse lieferte. Allerdings lagen die
Ausbeuten der Polymerasen von den Firmen MBI Fermentas und New England Biolabs nur
geringfugig unter der der Firma Roche, so dal aus Kostengriinden das Enzym der Firma MBI
Fermentas gewahlt wurde.

Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen konnten aus 1 pg Vektor-DNA durchschnittlich
10 ng RNA gewonnen werden. Weiterhin zeigte sich, daB die Ausbeute der Helper-RNA stets
héher war als die der pSFV-RNA.

3.4.2 Optimierung der Virusproduktion mit Hilfe der Elektroporation

Nach Optimierung der in vitro Transkription sollte die Optimierung der Ausbeute an

infektiosen Viruspartikeln des SFV-Expressionssystems erfolgen. Lundstrom et al. (1999,
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2001) haben gezeigt, dass ein Virustiter von 10° infektidsen Viruspartikeln pro mL mit dem
SFV-Expressionssystem erreicht werden kann. Hierbei sollte untersucht werden, ob es
maoglich ist diesen hohen Virustiter zu erreichen. Fur die Virusproduktion sind folgende

Faktoren zu berlcksichtigen:

Das Verhdltnis zwischen RNA und Zellen: Der Expressionsvektor pSFV3p,ARGFP wurde

verwendet, um den Einfluss verschiedener Verhaltnissen zwischen RNA und Zellen bei
Elektroporation auf den Virustiter zu untersuchen. Die Produktion der B,ARGFP- bzw.
Helper2-RNA erfolgte nach der in Kap.2.8 beschriebenen Methode. Bei der Elektroporation
wurden jeweils 8 x 10° BHK-Zellen (90% konfluent) pro Ansatz verwendet. Die eingesetzte
RNA-Menge wurde in einem Bereich von 4 bis 16 pg pro Ansatz variiert. Nach dem Ernten
der rekombinanten Viren wurden die Virustiter mit der Verdinnungsmethode (,,End- Point
Dilution**) bestimmt. Die aus den verschiedenen Versuchen erhaltenen Virustiter befinden
sich in Tabelle 3.1.

Es ist erkennbar, daR bei der Verdoppelung des RNA-Ansatzes von 4 ug auf 8 ug die
Transformationseffizienz, die den prozentualen Anteil an fluoreszierenden Zellen zeigt, von
52% auf 81% ansteigt. Entsprechend ist eine deutliche Erhohung des Virustiters dabei zu
beobachten. Bei einem RNA-Ansatz von 12 pg kann die hochste Transformationseffizienz
und ein Virustiter von 1,2 x 10° infektidse Einheiten/ml erreicht werden. Eine weitere
Erhohung der RNA-Menge auf 16 pg fihrte jedoch zu einer Abnahme der
Transformationseffizienz und damit zu einer Abnahme des Virustiters. Die Virusproduktion
war offensichtlich von ausgewogenen Verhéltnissen zwischen RNA und Zellen abhangig. Da
bei 8 pg eingesetzter RNA der Virustiter von 10° infektiéser Einheiten pro mL nahezu
erreicht wurde und RNA-Produktion sehr kostspielig war, wurde diese Menge an RNA zu 8 x
10° BHK-Zellen fiir die weitere Elektroporation zur Virusproduktion in dieser Arbeit
eingesetzt. Diese RNA-Menge entspricht ungeféhr der Ausbeute, die bei einem 50 pl in vitro
Transkriptionsansatz erzielt wird (siehe Kap. 3.4.1). Die Aufreinigung der Transkripte flr die
Elektroporation mit LiCl und EtOH ergab keine Steigerung des Virustiters. Aus diesem Grund
wurden 50 pl in vitro Transkriptionsansatz direkt fir die Elektroporation eingesetzt.
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Zellen/Ansatz RNA/Ansatz Transformations- | Virustiter
Effizienz (infektitse
Einheiten/ml)
8 x 10° 4 ug 52 % 3,5 x 10°
8 x 10° 8 ug 81 % 8,7 x 10°
8 x 10° 12 ug 85 % 1,2 x 10°
8 x 10° 16 ug 57 % 3,4 x 10°

Tabelle 3.1: Einfluss von verschiedener RNA/Zellen-Verhéltnisse auf den Virustiter. Virusproduktion
erfolgte mittels Elektroporation von BHK-Zellen in PBS bei 25 puF und 1,5 kV. Die Viren wurden 24 h nach der

Elektroporation geerntet. Angegeben sind die Mittelwerte aus 2 unabhangigen Versuchsreihen.

Elektroporationsmedium: Die Bestandteile des Elektroporationsmediums hat einen Einfluss

auf die Effizienz der Elektroporation. Haufig werden die Zellen in gepufferten Salzlésungen,
wie z.B. PBS-Losung elektroporiert. Auch Kulturmedien ohne Zusatz von Serum finden
haufig Verwendung. Um den Einfluss verschiedener Medien auf die Virusproduktion
festzustellen, wurden die BHK-21-Zellen sowohl in PBS-Lésung als auch in DMEM-
Medium, IMDM-Medium und ExCell293-Medium aufgenommen und elektroporiert. Fur die
Elektroporation in Kulturmedium mussten die BHK-Zellen zuerst in jeweiligem Medium
adaptiert und nach der Elektroporation weiter in demselben Medium kultiviert werden. Das
IMDM ist nach Angaben von DiCiommo et al. (1998) in seiner Zusammensetzung als
Elektroporationsmedium sehr gut geeignet. Das ExCell293-Medium ist ein spezifisches
Medium zur Kultivierung von HEK293-Zellen, welches als Elektroporationsmedium fur
BHK-Zellen einen sehr hohen Virustiter erzielen kann (Appel, 2003). Allerdings lieferten die
Kulturmedien, bezogen auf die Virusausbeute, kein besseres Ergebnis als die PBS-Ldsung
(Ergebnis nicht gezeigt). Der mdgliche Grund dafur war, dass die hier durchgefiihrte
Elektroporation unter Bedingungen erfolgte, welche lediglich fir PBS optimiert waren. Um
maximale Elektroporationseffizienzen zu erreichen, mussen alle Parameter fiir das jeweilige
Medium optimal eingestellt werden. Da der Optimierungsprozess sehr zeit- und
kostenaufwendig war und PBS gute Resultate ergab, wurde dieser Puffer als

Standardbedingung fir die Elektroporation verwendet.

Elektroporationsbedingung: Normalerweise héngt die Effizienz der Elektroporation von

folgende Faktoren ab: Starke des angelegten elektrischen Feldes, Dauer des elektrischen

Impulses und Temperatur vor bzw. nach dem elektrischen Impuls. Nach umfangreichen
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Vorversuchen konnte jedoch festgestellt werden, dass hauptséchlich die Impulslange eine
entscheidende Rolle spielte. Ein kurzer elektrischer Impuls mit einer Zeitkonstante t < 1 ms
bedeutet eine schonende Elektroporation, welche die Zellen nicht sehr beeintrachtigt. Ein
langer elektrischer Impuls mit einer Zeitkonstante bis zu T = 10 ms ist sehr aggressiv fir die
Zellen, begunstigt jedoch den Gentransfer. Fir eine optimale Virusproduktion sollten die
meisten Zellen die Elektroporation tberleben und gleichzeitig ein hoher prozentualer Anteil
davon transformiert werden.

Wie in der Tabelle 3.2. dargestellt, konnen die meisten Zellen diese Behandlung tberleben
wenn die Zeitkonstante t zwischen 0,7 und 1,2 liegt, und die Effizienz des Gentransfers kann
bis zu 80% betragen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Elektroporation weiterhin in zwei
direkt aufeinander folgenden Pulsen bei 400 V und 25 pF durchgefuhrt, wobei eine
Zeitkonstante von 0,9 ms erzielt werden konnte. Der Widerstand wurde dabei auf unendlich
eingestellt. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Eine jeweils 5 minutige
Inkubation der Zellen auf Eis vor und nach der Elektroporation zeigte keine eindeutige

Verbesserung der Virusausbeute (Ergebnisse nicht gezeigt).

Zeitkonstante (ms) | Vitalitat (%) | Transformations-Effizienz (%0)
0,4 100 30
0,7 80 70
1,2 70 80
2,3 30 86
3,4 10 90

Tabelle 3.2: Vergleich der elektrophysikalischen Elektroporationsbedingungen. Die

angegeben Mittelwerte beziehen sich auf drei unabhéngige Versuche.

Erntezeitpunkt: In dieser Arbeit wurden die Viren durch einfaches AbgielRen des Mediums
gesammelt. Um zu Uberprifen, zu welchem Zeitpunkt nach der Elektroporation sich die
grofite Menge an Viren gewinnen lasst, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten SFV-3,ARGFP
Viren gesammelt und die Virustiter bestimmt.

Wie in der Tabelle 3.3 gezeigt, konnte bereits 16 h nach der Elektroporation ein Virustiter von
2,3 x 10° infektiosen Viruspartikeln/ml erreicht werden. Der Virustiter stieg auf 7,5 x 108
infektiose Viruspartikeln/ml 24 h nach der Elektroporation. 30 h nach der Elektroporation war

ein leichter Abfall des Virustiters im Vergleich zu 24 h zu erkennen. Danach nahm der
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Virustiter stark ab. So zeigt sich deutlich, dass der optimale Erntezeitpunkt fiir rekombinante

Semliki Forest Viren bei 24 Stunden nach der Elektroporation lag.

Erntezeitpunkt 16 h 20 h 24 h 30h 40 h 50 h

Virustiter 23x10% |7,1x10° |7,5x10°% [4,3x10% |6,4 x 10° |5,3 x 10*
(infektitse Einheiten/ml)

Tabelle 3.3: Einfluss des Erntezeitpunktes auf die Virusproduktion. Die SFV-B,ARGFP Viren wurden zu

verschiedenen Zeitpunkten gesammelt und anschlieBend die Virustiter bestimmt.

3.4.3 Einfluss N- und C-terminaler Fusionen auf die Produktion des B.-adrenergen

Rezeptors in Saugerzellen

Hier sollte untersucht werden, welchen Einfluss verschiedene N- und C-terminale Fusionen
des Rezeptors auf die Rezeptorproduktion haben. Die Mengen an funktionellem Rezeptor
sind fur einzelne Rezeptorkonstrukte in der Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Die C-terminale Fusion des eGFP an den Rezeptor zeigte im Vergleich zum Basiskonstrukt
B2ARHis eine leicht hthere Ausbeute an Ligandenbindungsstellen.

Durch die Fusion von 10 Histidinresten am N-Terminus und die Biotinylierungsdomane am
C-Terminus zeigte das Konstrukt HisB,ARBI0 im Vergleich zu ,ARHis einen Riickgang der
Ausbeute um 25%. Entsprechend wurde bei dem Konstrukt CAPHisB,ARBIo0 im Vergleich zu
CAPB,ARHis auch eine deutlich niedrigere Ausbeute ermittelt. Dabei wurde nicht weiter
untersucht, ob dieser Riickgang an der Ausbeute in erster Linie an den unterschiedlichen
Fusionen des Dekahistidin-Anhéngsels lag.

Ein direkter Vergleich der beiden Konstrukte KHAFlagp,ARHis und B,ARHis zeigte eine um
50% hohere Ausbeute an funktionellem Rezeptor fir das Konstrukt mit der Kozak-Sequenz
(K) und Hamagglutinin-Signalsequenz (HA).

Ein positiver Einfluss der Enhancer-Sequenz des Kapsid-Gens (CAP) aus dem Genom des
Semliki-Forest-Virus auf die Rezeptorproduktion liel3 sich durch direkten Vergleich der
Ausbeuten der Konstrukte CAPB,ARHis mit [B,ARHis und CAPHIsp,ARBio mit
Hisp.ARBI0 ablesen. Die Konstrukte mit CAP-Sequenz zeigten um den Faktor 2 hohere
Ausbeuten.

Der positive Effekt der CAP-Sequenz konnte durch die Kozak-Sequenz und H&magglutinin-
Signalsequenz nicht verstarkt werden. Das Konstrukt CAPKHAFlagB.ARHis, das die Kozak-,
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HA-Signal- und CAP-Enhancer-Sequenz enthalt, zeigte im Vergleich zu den Konstrukten
KHAFlagp.ARHis und CAPB,ARHis deutlich niedrigere Ausbeuten.
Das beste Ergebnis, das hier erzielt wurde, lag bei 3,4 + 0,4 pmol B,-adrenerge Rezeptor pro

mg Membranprotein mit dem Konstrukt CAPB,ARHis.

Konstrukte pmol Rezeptor / mg Membranprotein

B2ARGFP 1,8+0,1

B2ARHis 16+0,2

Hisp,ARBI0 1,2+0,3

KHAFlagB,ARHis 24+0,2

CAPB,ARHis 34+04

CAPHisB,ARBI0 2,3+0,2

CAPKHAFIlagB,ARHis 19+0,3

Tab.3.4: Vergleich der Ausbeuten unterschiedlicher Rezeptorkonstrukte. BHK-Zellen wurden mit
einer MOI von 10 infiziert und nach 24 h geerntet. Die Ligandenbindungsstellen wurden an der Membran
mit [*H]CGP-12177 gemessen.

3.4.4 Einfluss der Infektionsmultiplizitat auf die Ausbeute des B,-adrenergen Rezeptors

Als nédchster Schritt wurde der Einfluss der Infektionsmultiplizitdt (Multiplicity of Infection,
MOI) auf die Ausbeute untersucht. Dazu wurden BHK-21-Zellen mit dem rekombinanten
Virus SFV-B,ARGFP mit unterschiedlicher MOI infiziert. Die Infektion wurde Fluoreszenz-
mikroskopisch verfolgt und die Transfektionseffzienz wurde bestimmt. Nach 24 Stunden
wurden Membranen prapariert und Ligandenbindungstests mit [*H]CGP-12177 durchgefiihrt.
Ab einer MOI von 10 wurde bereits eine Transfektionseffzienz von 100% erreicht (Ergebnis
nicht gezeigt). Dagegen zeigte die Menge an funktionellem Rezeptor einen Anstieg mit
zunehmender MOI (Abb. 3.9.A). Bei einer Erhdhung der MOI von 10 auf 50 war eine
Steigerung der Ausbeute um den Faktor 4,7 auf 8,5 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein
zu beobachten. Ab einer MOI von 50 verlangsamte sich der Anstieg. Bei einer MOI von 100
konnte eine finffach hohere Ausbeute von bis zu 10,8 pmol Rezeptor pro mg
Membranprotein im Vergleich zu der bei MOI von 10 nachgewiesen werden.

Ahnliche Experimente wurden mit den rekombinanten Viren SFV-B,ARHis, SFV-
CAPHiIsB,ARBI0 und SFV-CAPB,ARHis durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.10.B-
D dargestellt. Mit SFV-CAPHisB,ARBIo konnte ein &hnliches Ergebnis erzielt werden. Die
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Ausbeute stieg mit der Infektionsmultiplizitdt, um bei einer MOI von 66 abzuflachen.
Dagegen stieg die Ausbeute bei SFV-B,ARHis direkt proportional mit der MOI in einem
Bereich von 10 bis 100, ohne abzuflachen. Bei einer MOI von 100 konnte eine Ausbeute von
8,4 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein erreicht werden. Im Vergleich zu der Ausbeute
bei einer MOI von 10 entspricht dies einer Erhéhung um den Faktor 6,5. Bei dem Konstrukt
SFV-CAPB,ARHis nahm die Ausbeute proportional zu der MOI in einem Bereich von 10 bis
200 zu. Bei einer MOI von 200 konnten 16 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein gemessen

werden.
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Abb. 3.9 Einfluss der Infektionsmultipilizitat auf die Ausbeute. A: B,ARGFP; B: CAPHisp,ARBI0; C: B,ARHis;
D: CAPB,ARHis.
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3.4.5 Zeitlicher Verlauf der Rezeptorproduktion des P,-adrenergen Rezeptors in

verschiedenen Zelllinien

Die Zelllinien BHK-21, CHO-K1, COS7 und HEK293 werden am haufigsten flr die
heterologe Expression von GPCRs mittels SFV-Expressionssystem verwendet (Lundstrom,
2003). Bei der Expression bestimmter Rezeptorkonstrukte in verschiedenen Zelllinien wurden
oft unterschiedliche Mengen an Rezeptor erhalten, die auch vom Erntezeitpunkt abhéngig
sind (Lundstrom et al., 2001). Hier wurden die vier genannten Zelllinien auf die Produktion
des B,-adrenergen Rezeptors untersucht. Dazu wurden die Zellen in 145 cm?® Schalen mit dem
rekombinanten Virus SFV-CAPB,ARHis mit einer MOI von 50 infiziert. Nach 12, 16, 20, 24,
30, 36, 42 und 48 Stunden wurden die Zellen durch Abschaben von der Zellkulturschale
geerntet und das Zellsediment anschlief3end bei —20°C gelagert. Die Membranpréparation und
der Ligandenbindungstest wurde wie unter 2.6.1 und 2.8.6 beschrieben durchgefunhrt.

In allen Zellen konnte 12 Stunden nach der Infektion Rezeptorprotein nachgewiesen werden.
Wie in der Abb. 3.10.A gezeigt, erreichte die Rezeptorproduktion in BHK-21-Zellen ein
Maximum 20 Stunden nach der Infektion. Danach fiel die Rezeptorproduktion wieder ab. Der
zeitliche Verlauf der Rezeptorproduktion bei den HEK-293-Zellen war &dhnlich, allerdings
zeitlich leicht nach vorne versetzt. Bereits 16 Stunden nach der Infektion war ein Maximum
zu erkennen und danach ging die Expression stark zuriick. Im Gegensatz dazu ergab der
zeitliche Verlauf der Rezeptorproduktion in CHO-K1-Zellen, dal} der Rezeptor erst 36
Stunden nach der Infektion am starksten produziert wurde. Mit einem &hnlichen Verlauf stieg
die Rezeptorproduktion in den COS7-Zellen sehr langsam an und erreichte 42 Stunden nach
der Infektion das Maximum.

Die immunologische Analyse mit infizierten BHK-21-Zellen zeigte fiir den zeitlichen Verlauf
der Rezeptorproduktion Ergebnisse, welche nicht mit denen des Bindungstests
Ubereinstimmten. Der Western Blot-Analyse zufolge wurde der Rezeptor erst 28 Stunden nach
der Infektion in BHK-21-Zellen in hochstem Ausmal produziert (Abb. 3.10.B). Allerdings ist
dabei nur ein Teil der gesamten Rezeptorpopulation funktionell. Fir die nachfolgende
Reinigung des rekombinanten Rezeptors sind nur diese funktionellen Rezeptorproteine von
Bedeutung, die nur bei Ligandenbindungstests erfasst werden. Deshalb erfolgte die Ernte der
Rezeptorproduktion in BHK-21-Zellen, wie bei den Bindungstests ermittelt wurde, 20
Stunden nach der Infektion.

Vergleicht man das hdchste Expressionslevel in den vier Zelllinien, so stellt man fest, daR die

Produktion in HEK293-Zellen mit 2,6 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein am niedrigsten
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war. Eine hdhere Rezeptorproduktion wiesen die COS7-Zellen mit 4,5 pmol Rezeptor pro mg
Membranprotein auf. Die BHK-21-Zellen produzierten mit 5,6 pmol Rezeptor pro mg
Membranprotein doppelt so viel wie die HEK293-Zellen. Die Produktion war in CHO-K1
Zellen mit 7,0 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein am hochsten.

Die Western Blot-Analyse der Expression des [3;-adrenergen Rezeptors in den vier genannten
Zelllinien wurde in Abb. 3.10.C gezeigt.
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Abb. 3.10: A. Zeitlicher Verlauf der Rezeptorproduktion in verschiedenen Zelllinien. Die
Ligandenbindungsstellen wurden mit [*H]JCGP-12177 gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei
unabhéngigen Versuchsreihen. B. Immunologische Analyse einer Zeitreihe SFV-CAP-B,ARHis infizierter BHK-
21-Zellen mit dem monoklonalen Antikérper 15H6. Pro Spur wurde 10 ug Membran aufgetragen. C. Western
Blot-Analyse des zeitlichen Verlaufs der Rezeptorproduktion in verschiedenen Zelllinien. 1: CHO-K1; 2: BHK-
21; 3: HEK293; 4: COS7.
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3.4.6 Einfluss der Zugabe von Liganden ins Medium auf die Rezeptorproduktion

Ein positiver Einfluss von Liganden im Induktionsmedium wurde bereits fur die Produktion
des B-adrenergen Rezeptors in Saccharomyces cerevisiae (King et al., 1990) und in Pichia
pastoris (Weil3, 1998) beschrieben. Durch Zugabe des Antagonisten Alprenolol in das
Expressionsmedium konnten deutlich mehr Ligandenbindungsstellen fur den B,-adrenergen
Rezeptor gemessen werden (Weil3, 1998; Reinhart, 2000). In dieser Arbeit wurde auch der
Einfluss von Liganden im Medium auf die Produktion des 3;-adrenergen Rezeptors in BHK-
21-Zellen mit dem SFV-Expressionssystem untersucht. In Abb. 3.11.A ist deutlich zu sehen,
dass die Zugabe von 2-5 puM Alprenolol ins Medium sich zur Produktionssteigerung eignete.
Eine weitere Erhohung der Alprenolol-Konzentration im Medium brachte keine weitere
Steigerung, sondern fiihrte zu einem Abfall der Rezeptorproduktion. In den mit dem
Viruskonstrukt SFV-B,ARHis infizierten Zellen konnte die Ausbeute an bindungsfahigem
Rezeptor durch eine Zugabe von 5 uM Alprenolol um einen Faktor 2,1 erhéht werden. In den
mit dem Viruskonstrukt SFV-KHAPBARHis infizierten Zellen lag die maximale
Produktionssteigerung um einen Faktor von 2,6 bei 2 uM Alprenolol. Dieser positive Einfluss
war am meisten ausgepragt bei dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis. Eine Zugabe von 2
UM Alprenolol im Medium brachte eine Steigerung der Rezeptorexpression um einen Faktor
von 3,7 (von 2,3 auf 8,4 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein).

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob der positive Einfluss der Liganden-Zugabe
auf die Rezeptorproduktion durch Infektionsmultipilzitadt verstarkt werden konnte (Abb.
3.11.A). Es stellte sich heraus, dal die Ausbeuten bei verschiedenen Alprenolol-
konzentrationen im Medium mit zunehmender MOI weiter gesteigert werden konnte. Bei
einer MOI von 150 und 2 uM Alprenolol im Medium konnten 49,6 pmol B.-adrenerger

Rezeptor pro mg Membranprotein gemessen werden.
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Abb. 3.11: A. Produktionssteigerung in BHK-21-Zellen nach Zugabe des Liganden Alprenolol in das Medium.
Die Zellen wurden mit einer MOI von 10 infiziert. Die Ligandenbindungsstellen wurden an der Membran mit
[PH]CGP-12177 gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchsreihen. B. Einfluss des
Liganden und der Infektionsmultiplizitat auf die Ausbeute. Die BHK-21-Zellen wurden mit SFV-CAPB,ARHis

infiziert.
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3.4.7 Effekt der extrazellularen K'-Konzentration auf die rekombinante

Proteinproduktion

Die Infektion von Sdugerzellen mit Sindbis Virus, ein dhnliches Alphavirus wie das Semliki
Forest Virus, hat eine Inhibition der membranassoziierten Na*/K*-ATPase zur Folge (Garry,
1994). Hier zeigte sich, dass nach Infektion die intrazelluldre Kalium-Konzentration auf ein
niedriges Niveau sank und infolgedessen die Proteinsynthese in der Wirtszelle stark reduziert
wurde. Durch eine Erhéhung der K*-Konzentration im Medium nach der Infektion konnte
diese Virus-induzierte Termination der zelluldren Proteinsynthese teilweise aufgehoben
werden. Die Erhéhung der K*-Konzentration im Medium hat auch einen positiver Einfluss auf
die rekombinante Proteinproduktion (Ciccarone et al., 1994). In dieser Arbeit wurde der
Effekt der extrazellularen K'-Konzentration auf die Produktionsrate des p.-adrenergen
Rezeptors im SFV-Expressionssystem untersucht. Dazu wurden BHK-21-Zellen mit dem
Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis mit einer MOI von 10 infiziert und anschlieBend in
Medien mit verschiedenen K*-Konzentrationen inkubiert. Nach 20 Stunden wurden die Zellen
geerntet. Membranpraparation und Ligandenbindungstest wurden wie unter 2.6.1 und 2.8.6
beschrieben durchgefiihrt.
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Abb. 3.12: Einfluss der K*-Konzentration auf die Rezeptorproduktion.

Das Ergebnis in Abbildung 3.12 zeigt, dass durch Zugabe von KCI ins Medium die
Rezeptorproduktion nur leicht erhdht werden konnte. Bei 25 mM KCI im Medium war die
Ausbeute um 17% hoher als ohne KCI. Eine weitere Erhohung der KCI-Konzentration flihrte
zu einem Abfall der Ausbeute. Ab Konzentrationen von 100 mM wirkte KCI cytotoxisch und
fihrte zum Zelltod. Die in der Literatur angegebene 2- bis 4-fach Erhoéhung der
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rekombinanten Proteinexpression bei 100 mM KCI konnte hier nicht bestatigt werden. Bei
einer Infektion der BHK-21-Zellen mit SFV-CAPB;His mit einer MOI von 50 hatte die
Zugabe von KCI ins Medium sogar negativen Einfluss auf die Rezeptorproduktion (Ergebnis
nicht gezeigt). So l&sst sich vermuten, dal} der positive Effekt von KCI auf die rekombinante

Proteinexpression nur bei Infektionen mit niedrigen MOlIs eintritt.

3.4.8 Einfluss der Infektionsmedien auf die Rezeptorproduktion

Fotales Kalberserum (FKS), das am hdaufigsten verwendete Supplement des
Zellkulturmediums, enthélt Hormone und Wachstumsfaktoren, die die Zellen zum Wachsen
und Leben brauchen. Fur die Infektion wird in vielen Protokollen ein FKS-freies Medium
vorgeschlagen, da die Viruspartikel angeblich durch Serumproteine abgefangen werden. Auch
PBS-Puffer wird in einigen Fallen als Infektionsmedium verwendet. Hier sollte tberprift
werden, welchen Einfluss die Zusammensetzung des Infektionsmediums auf die Infektion mit
dem rekombinanten Virus hat. Dazu wurden BHK-21-Zellen mit dem Viruskonstrukt SFV-
CAPB,His mit einer MOI von 66 infiziert. Die Infektion wurde sowohl in PBS-Puffer, als
auch in Zellkulturmedium mit und ohne FKS durchgefihrt. Nach 1,5 Stunden wurde das
Infektionsmedium durch frisches Medium ersetzt. Um den Einfluss des Mediums wéhrend der
Infektion zu verdeutlichen, wurden verschiedene Alprenolol-Konzentrationen im Medium
eingesetzt. Nach 20 Stunden wurden Membranen prépariert und Ligandenbindungstests mit
[*H]CGP-12177 durchgefiihrt.

Wie Abbildung 3.13 illustriert, bewirkte die Verwendung von FKS-freiem Medium wahrend
der Infektion im Vergleich zu FKS-haltigem Medium nur eine geringe Verbesserung der
Produktionsrate. Ein Abfangen des Viruspartikels durch Serumproteine konnte in diesem Fall
nicht beobachtet werden. Im Gegenteil zeigte die Infektion in PBS-Puffer bei allen getesteten
Alprenolol-Konzentrationen deutlich hohere Ausbeute. Deshalb wurden in weiteren

Experimenten Infektionen in PBS-Puffer durchgefihrt.
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Abb. 3.13 Einfluss der Infektionsmedien auf die Rezeptorproduktion. Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei

unabhéngigen Versuchsreihen.

3.49 Einfluss von DMSO und Inhibition der Proteinkinase C auf die
Rezeptorproduktion in BHK-21-Zellen

Fur den Histamin H;-Rezeptor konnte eine Steigerung der Rezeptorproduktion in Pichia
pastoris durch Inhibition der Proteinkinase C mit Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA) oder
Staurosporin erzielt werden (lvanovic, 2001). Auch die Zugabe von DMSO bewirkte eine
konzentrationsabhangige Erhéhung der Menge an aktivem Rezeptor, obwohl der Effekt von
DMSO schwer einzuordnen war. DMSO hat je nach Zellarten verschiedene Effekte auf
Zellwachstum und —differenzierung. Im Kulturmedium dient DMSO auch als zusétzliche
Kohlenstoffquelle. AuRerdem gehoért DMSO, wie Glycerin und TMSO, zu chemischen
Chaperonen, die die native Konformation der Proteine stabilisieren kdnnen. Die neueste
Untersuchung zeigt, dass chemische Chaperone auch die in vivo Faltung von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren beginstigen kénnen (Bernier et al. 2004). Durch Zugabe von
Glycerin ins Wachstumsmedium konnte der Expressionslevel des rekombinanten Proteins
sowohl in Hefe als auch in einem prokaryotischen Expressionssystem deutlich gesteigert
werden (Figler, et al., 2000; Leandro, et al., 2001).

Die Wirkung von diesen Substanzen auf die Produktion des 3,-adrenergen Rezeptors in BHK-

21-Zellen wurde in dieser Arbeit untersucht. Es stellte sich heraus, daR DMSO eine starke
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Steigerung der Rezeptorproduktion bewirkte (Abb. 3.14.A). Wurden Membranen aus den
Zellen prapariert, die im Kulturmedium mit 2 % DMSO inkubiert wurden, konnten diese im
Vergleich zur Kontrollmembran 130% mehr spezifische [°H]CGP-12177-Bindungsstellen
aufweisen. Eine Erhdhung der DMSO-Konzentration im Medium tber 2% fuhrte wegen des
zyotoxischen Effekts auf die Zellen zu einem Abfall der Rezeptorproduktion (Ergebnis nicht
gezeigt). Die Inhibition der Proteinkinase C durch PMA oder Staurosporin brachte nur eine
geringfugige Verbesserung der Rezeptorproduktion. Mit 40 puM PMA konnte eine
Produktionssteigerung von 45% erzielt werden (Abb. 3.14.B). Das beste Ergebnis fir
Staurosporin lag bei einer Konzentration von 50 nM und die Produktionssteigerung betrug
dabei 33% (Abb. 3.14.C).

In Kapitel 3.4.6 wurde bereits gezeigt, dal durch Zugabe von Liganden ins Kulturmedium die
Rezeptorproduktion stark gesteigert werden konnte. Hierbei sollte untersucht werden, ob der
positive Einfluss von Liganden durch DMSO verstarkt werden konnte. Die Abbildung 3.15.D
zeigte, daB die Ausbeute von 24,7 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein bei einer
Alprenolol-Konzentration von 5 uM durch DMSO nur leicht tbertroffen werden. Lediglich
eine Zunahme von 6,5% wurde bei 1% DMSO beobachtet.
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Abb.3.14: Einfluss von DMSO und Inhibition der Proteinkinase C durch PMA oder Staurosporin auf die
Produktion des B,-adrenergen Rezeptors in mit SFVCAPB,ARHis infizierten BHK-21-Zellen (MOI~66). Die

Ligandenbindungsstellen wurden an der Membran mit [°H]CGP-12177 gemessen.
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3.5 Charakterisierung des heterolog produzierten p,-adrenergen Rezeptors

3.5.1 Lokalisation des rekombinanten f,-adrenergen Rezeptors in Sdugerzellen

Zur Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation des heterolog produzierten p,-adrenergen
Rezeptors wurde eine Immunogoldmarkierung mit anschlieBender Elektronenmikroskopie
freundlicherweise von Herrn Dr. W. Haase und Frau F. Joos (MPI fiir Biophysik, Frankfurt
a.M.) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 zusammengefasst.

Die Immunogoldmarkierung erfolgte zundchst in einem post-embedding-Verfahren. Bei
diesem Verfahren wird die vorher fixierte Probe in Kunstharz eingebettet, geschnitten und
dann mit den Antikorpern inkubiert, sodass alle Epitope, sowohl in der Zelle als auch an der
Cytoplasmamembran, nachweisbar sind. Sowohl bei den nicht infizierten Zellen als auch bei
der Kontrolle (nur mit dem Viruskonstrukt SFVV2gen infizierte Zellen) war keine Markierung
sichtbar (Abb. 3.15.A und B). Unter der Verwendung des monoklonalen Antikorpers 15H6
war die Immunogoldmarkierung in den mit dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis
infizierten BHK-21-Zellen hauptséchlich im Endoplasmatischen Retikulum zu erkennen
(Abb3.15.C). In den mit dem Viruskonstrukt SFV-KHAFIlagp,ARHis infizierten BHK-21-
Zellen zeigte die Immunogoldmarkierung eine ahnliche Verteilung (Abb. 3.15.E).

Die HEK-293-Zellen wurden auch mit den Viruskonstrukten SFV-CAPB,ARHis und SFV-
KHAFlagB,ARHis infiziert und mit dem Immunogold-markierten monoklonalen Antikorpers
15H6 behandelt. Die Markierung zeigte ebenfalls eine bevorzugte Lokalisation im
Endoplasmatischen Retikulum (Abb. 3.15.D und F).

Die Immunogoldmarkierung wurde auch in einem pre-embedding-Verfahren durchgefinhrt,
bei dem die Probe vor der Einbettung in Kunstharz mit Antikérpern markiert wurde. Im
Gegensatz zum post-embedding-Verfahren waren somit nur Epitope auf der Zelloberflache
fur den Antikorper zugédnglich. Die Zellen wurden mit dem Viruskonstrukt SFV-
KHAFIlagB.ARHis infiziert und die Markierung erfolgte unter der Verwendung des Anti-
Flag-M2-Antikorpers. Der Anti-Flag-M2-Antikorper erkennt das am N-Terminus des
Rezeptors fusionierte Flag-Epitop, das bei korrekter Insertion des Rezeptors in die
Cytoplasmamembran extrazelluldr lokalisiert sein sollte. Allerdings zeigten die Proben unter

dem Elektronenmikroskop keine eindeutige Markierung (Ergebnis nicht gezeigt).
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6.3 ki BMAKSTE.A1_001

Abb.3.15:  Elektronenmikroskopische Lokalisierung des rekombinanten p,-adrenergen Rezeptors in
Saugerzellen. (A): BHK-21-Kontrollzellen. Die BHK-21-Zellen wurden entweder mit dem rekombinanten Virus
SFV-CAPB,ARHis (C) und SFV-KHAFIlagB,ARHis (E) infiziert. Die HEK-293-Zellen wurden entweder nicht
infiziert (B) oder mit dem rekombinanten Virus SFV-CAPB,ARHis (D) und SFV-KHAFIlagB,ARHis (F)
infiziert. Mit dem monoklonalen Antikérper 15H6 wurde die Immunogoldmarkierung nach dem post-
embedding-Verfahren durchgefiihrt.
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3.5.2 Glykosylierung des B,-adrenergen Rezeptors in BHK-21-Zellen

Das in dieser Arbeit verwendete Konstrukt des [3,-adrenergen Rezeptors besitzt 2 mogliche N-
Glykosylierungsstellen. Eine befindet sich im N-terminalen Abschnitt, die andere in der
zweiten extrazellularen Domane des Rezeptors. Die mdgliche N-Glykosylierung wurde
zunachst mit Hilfe der Inhibitoren Tunicamycin und Swainsonin untersucht. Tunicamycin, ein
von Streptomyces lysosuperificus synthetisiertes Nukleosid-Antibiotikum, hemmt den ersten
Syntheseschritt der N-Glykosylierung. Swainsonin, als erste Glykosidasehemmstoffe aus
Swainsona canescens isoliert, hemmt die lysosomale a-Mannosidase und Golgi o-
Mannosidase 11 und blockiert die Bildung von Glykanen vom komplexen Typ.

Die mit dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis infizierten BHK-21-Zellen wurden in
Gegenwart oder Abwesenheit von Tunicamycin bzw. Swainsonin kultiviert. 20 Stunden nach
der Infektion wurden die Zellen geerntet und eine Western Blot-Analyse durchgefihrt. Auf
dem Western Blot zeigt sich in allen Spuren eine 49 kDa Bande (Abb. 3.16). Bei den
Kontrollzellen sind auch Banden zwischen 52 und 57 kDa zu erkennen. Diese Banden
verschwinden bei den mit Tunicamycin behandelten Zellen, wobei gleichzeitig die 49 kDa-
Bande intensiver wird. Die Banden zwischen 52 und 57 kDa reprasentieren vermutlich die
moglichen Glykosylierungszustande des [,-adrenergen Rezeptors und die 49 kDa grofRe
Bande markiert mdglicherweise den unglykosylierten Rezeptor. Durch den Einsatz von
Swainsonin wurde das Bandenmuster nicht geéndert. Daraus lasst sich schliel3en, dal3 die N-
Glykane des in BHK-21-Zellen produzierten [,-adrenergen Rezeptors nicht zu dem
komplexen Typ gehort. Diese Annahme wurde durch Analysen mit Endoglykosidase H (Endo
H) bestétigt. Dieses Enzym st in der Lage, spezifisch nur die N-glykosidischen
Oligosaccharide vom Mannosereichen Typ zu spalten. Aus Abb. 3.16 wird ersichtlich, dal
durch Endo H-Verdau die Banden zwischen 52 und 57 kDa, &hnlich wie bei der Tunicamycin-
Behandlung, verschwinden. Damit ist gezeigt, dal der B,-adrenerge Rezeptor in BHK-21-
Zellen glykosyliert wird und die Glykosylierung zum hochmannosidischen Typ gehort.

In dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob die Anwesenheit von Tunicamycin im
Kulturmedium einen Einfluss auf die Rezeptorproduktion hat. Dazu wurden nach der
Infektion verschiedene Tunicamycin-Konzentrationen ins Kulturmedium gegeben und nach
20 Stunden Membranen prépariert. Die Ausbeuten wurden durch Ligandenbindungstests mit
[*H]CGP-12177 ermittelt und miteinander verglichen. Das Ergebnis in Abb. 3.17 zeigt, daR

Tunicamycin nur einen leichten konzentrationsabhangigen Effekt auf die Ausbeute hat. Die
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Western Blot-Analyse liefert das gleiche Ergebnis. Hier zeigte sich, dal? sich die Intensitat der

49 kDa-Bande bei zunehmender Tunicamycin-Konzentration kaum andert.

' Abb.3.16: Immunologische Analyse der
Glykosylierung des B,-adrenergen Rezeptors mit

dem monoklonalen Antikérper 15H6. Spur 1-3: Die
57 kDa —

59 kDa . : = ‘ Zellen wurden mit einer MOI von 10 infiziert. Nach
49 kDa e der Infektion wurde Tunicamycin (Spur 2) oder
- Swainsonin (Spur 3) mit einer Endkonzentration
— von 5 pg/ml zu den Kulturen gegeben. 20 Stunden
nach der Infektion wurden die Zellen geerntet und
direkt in Lysis-Puffer lysiert. Pro Spur wurde Lysat
von 100000 Zellen aufgetragen. Spur 4: Membranen
Tunicamycin |- + - + - mit Endo H-Behandlung. Spur 5: Membranen ohne
Endo | Endo Endo H-Behandlung.
Swainsonin |~ - + H H
Zellen Membran
30 - A.
25 1
=
587
o
ze
S § 10
E=
5 4
_ 0 ADbb.3.17: Einfluss von Tunicamycin auf die
Tunicamycin 0 1 2 3 4 5
(ug/ml) Produktion des B,-adrenergen Rezeptors in

BHK-21-Zellen. A: Ligandenbindungstest mit
[*H]CGP-12177. B: Western Blot Analyse mit

dem monoklonalen Antikérper 15H6.

3.5.3 Bestimmung der Dissoziationskonstante

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante Kp des Antagonisten [*H]JCGP-12177 an

Membranen von den mit dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis infizierten Zellen wurden
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Sattigungskurven aufgenommen. Da der Antagonist Alprenolol zur Produktionserhéhung als
Zusatz im Kulturmedium verwendet wurde, sollte hier untersucht werden, ob die Anwesenheit
von Alprenolol im Kulturmedium die Bindungseigenschaft des produzierten [,-adrenergen
Rezeptors zu [*H]CGP-12177 beeinflusst. Dazu wurden die BHK-21-Zellen nach der
Infektion sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 2 uM Alprenolol inkubiert und nach 20
Stunden die Membranen préapariert.

Die hyperbolischen Sattigungskurven fiir die Membranen aus beiden Ansatzen zeigten eine
sattighare Bindung des Antagonisten [PH]CGP-12177 (Abb. 3.18). Mittels Scatchard-Analyse
wurden die Rezeptorkonzentration Bna und die Dissoziationskonstante Kp ermittelt. Die
Membran der Zellen, die in Anwesenheit von Alprenolol inkubiert wurden, zeigte eine
Rezeptorkonzentration von 67,5 pmol/mg Membranprotein, im Vergleich zu 7,5 pmol/mg
Membranprotein in der Membran von den Zellen, die in Abwesenheit von Alprenolol
inkubiert wurden. Die Linearitdt der Regressionsgerade zeigte das Vorhandensein einer
homogenen Rezeptorpopulation in beiden Fallen. Der Kp-Wert von 2,7 nM bzw. 7,5 nM liegt
um einen Faktor von 10 niedriger als die publizierten Werte. Daraus l&sst sich schlieRen, daf}
der Ligand Alprenolol im Medium die Rezeptorproduktion erhéhen kann, die

Bindungscharakteristik des heterolog produzierten Rezeptors jedoch nicht andert.

A. 12000 Bmax = 67,5 pmol/mg Membranprotein B. Bmax = 7,5 pmol/mg Membranprotein
Kp=7,5nM Kp=2,7nM
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Abb. 3.18: Bindung von [*H]CGP-12177 in Sattigungsexperimenten an Membranen prépariert aus den mit dem
Virus SFV-CAPB,ARHis infizierten BHK-21-Zellen. (A): Die Zellen wurden nach der Infektion in Anwesenheit
von 2 uM Alprenolol inkubiert. (B) Die Zellen wurden nach der Infektion im Medium ohne Zugabe von

Alprenolol inkubiert.
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3.5.4 Kopplung des rekombinanten B,-adrenergen Rezeptors an endogene G-Proteine in

Saugerzellen

Der B,-adrenerge Rezeptor kann an ein stimulatorisches Gs-Protein koppeln und somit die
Adenylatzyklase aktivieren. Dies fiihrt zu einer Steigerung der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Um die Funktionalitit des heterolog produzierten (,-adrenergen Rezeptors zu
Uberprifen, wurde in dieser Arbeit der cAMP-Spiegel in mit den rekombinanten Viren
infizierten BHK-21-Zellen gemessen. Die Messung der cAMP-Konzentration in der Zelle
erfolgte mit Hilfe eines Enzym-Immunoassay (siehe Kapitel 2.8.8).

Es zeigte sich, dass eine quantitative Messung des cAMP-Spiegels in BHK-21-Zellen nicht
einfach durchzufiihren war. Es ist mdglich, dal’ die endogene Proteinsynthese der Zelle durch
Infektion des rekombinanten Semliki Forest Virus ausgeschaltet und das endogene Gs-
Proteine bzw. die Adenylatzyklase nicht in ausreichenden Mengen gebildet wurde. Nach
zahlreichen Vorversuchen stellte sich heraus, dall die CHO-K1-Zellen sich fiir die Messung
der intrazelluldaren cAMP-Konzentration besser eignen als die BHK-21-Zellen. Nach einer
kurzen Infektionszeit von 15 Stunden erreichten die mit SFV-CAPB,ARHis infizierten CHO-
K1-Zellen ein fiir die Messung erforderliches Expressionsniveau von ca. 1 x 10° Rezeptoren
pro Zelle und wurden geerntet. Der Einfluss von Agonist Noradrenalin, Antagonist Alprenolol
und einem direkten, rezeptorunabhéngigen Aktivator der Adenylatzyklase (Forskolin) auf die
CAMP-Akkumulation in der Zelle wurde untersucht.

Das Ergebnis in Abbildung 3.19 zeigte, dal der basale cAMP-Spiegel in infizierten Zellen
viel hoher war als der in nicht-infizierten Zellen. Durch Forskolin wurde der cAMP-Spiegel in
nicht-infizierten Zellen um das Zweifache erhoht, in infizierten Zellen lediglich um 35%.
Diese Forskolin-stimulierte cAMP-Akkumulation konnte nur in infizierten Zellen durch .-
andrenergen Antagonisten Alprenolol gehemmt und durch Agonist Noradrenalin verstéarkt
werden. Damit wurde demonstriert, dafl der heterolog produzierte B,-adrenerge Rezeptor
funktionell an endogene G-Proteine koppeln kann und somit die intrazelluldre Konzentration
des second messengers CAMP erhéht wird.
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Abbildung 3.19: Einfluss von Agonist bzw. Antagonist auf die FSK-stimulierte cAMP-Akkumulation in (.-
adrenergen Rezeptor produzierenden CHO-1-Zellen. FSK: 10 uM Forskolin; Alp.: 1 uM Alprenolol; NA: 10 uM
Noradrenalin. Die Zahlen tiber den Balken zeigen die cAMP-Konzentration als prozentualen Anteil der FSK-
stimulierten cAMP-Akkumulation (=100%) in den jeweiligen Zellen an. Die Infektion erfolgte mit einer MOI
von 10 mit dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis.

3.6 Produktion des B,-adrenergen Rezeptors in Suspensionskultur

In dieser Arbeit wurde die Produktion des B,-adrenergen Rezeptors in Suspensionskultur
etabliert, um ein ,,scale-up“ der Produktion zu ermdglichen. Dazu wurde eine BHK-Zelllinie
(C13-2P) verwendet, die bereits an das Wachstum in Suspension adaptiert war. Die
Kultivierung von BHK-Zellen in Suspension erfolgte in Spinnerflaschen (siehe Kap. 2.7.2).

Ahnlich wie bei der adhirenten Kultur wurde der Einfluss der Infektionsmultiplizitat (MOI)
auf die Produktionsrate des Rezeptors in Suspensionskultur untersucht. Dazu wurden die
BHK-21-Zellen in 500 ml Suspensionskultur mit dem rekombinanten Virus SFV-
CAPB,ARHis mit MOIs im Bereich von 50-200 infiziert. Nach 24 Stunden wurden
Membranen prapariert und Ligandenbindungstests mit [*H]JCGP-12177 durchgefiihrt. Es
zeigte sich, daB die Rezeptorproduktion stieg, &hnlich wie in adharenter Kultur, proportional

mit zunehmender Infektionsmultiplizitat (Abb. 3.20).
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In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob der positive Effekt von zunehmender MOI auf
die Ausbeute durch die Zugabe von Antagonist Alprenolol und DMSO ins Kulturmedium
verstarkt werden konnte. Dazu wurden die BHK-21-Zellen in 250 ml Kultur mit dem
rekombinanten Virus SFV-CAPB,ARHis mit einer MOI von 80 infiziert. Nach der Infektion
wurden die Zellen in Anwesenheit von 1-5 uM Alprenolol und 0,5-2% DMSO Kkultiviert.
Nach 24 Stunden wurden Membranen prapariert und Ligandenbindungstests mit [*H]CGP-
12177 durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dal? durch die Zugabe von Alprenolol und DMSO
die Ausbeute erhdht werden konnte. Bei einer Konzentration von 5 uM Alprenolol und 0,5%
DMSO im Medium konnte eine Ausbeute von 23,7 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein
erreicht werden (Abb. 3.20).

45

40 4

35

——

30

25

HH

20

HH

15 4

10

pmol Rezeptor/mg Membranprotein

MOI =50 MOI =100 MOI =200 MOI =80 MOI =80
5 uM Alpr. 5 uM Alpr.
0,5% DMSO  0,5% DMSO

Abb. 3.20: Produktionsrate des B,-adrenergen Rezeptors in 250 ml bzw. 500 ml BHK-Suspensionskultur. Die
Zellen wurden mit dem Viruskonstrukt SFV-CAPB,ARHis infiziert. *: Die Zellen wurden nach der Infektion in

Petrischalen aus Polystyrol kultiviert.

Im Gegensatz zu adhérenten Zellen erfolgte die Infektion im Kulturmedium (siehe Kap.2.8.4).
Aullerdem stellte sich heraus, daR die Inkubation von infizierten Zellen unter Rihren in
Suspensionskultur einen negativen Einfluss auf die Ausbeute hatte. Deshalb wurden die
Zellen nach der Infektion in Petrischalen aus Polystyrol statt in Spinnerfalschen kultiviert. Der
optimale Erntezeitpunkt wurde ebenfalls ermittelt und lag zwischen 20 und 22 Stunden nach
der Infektion. Unter dieser Bedingung konnte eine Ausbeute von 36,0 pmol Rezeptor pro mg
Membranprotein erzielt werden. Im Vergleich zu der Ausbeute von 23,7 pmol pro mg
Membranprotein in Spinnerflaschen betrug die Steigerung von 52%. Aus 1 Liter

Suspensionskultur konnte damit ca. 0,2 mg Rezeptorprotein gewonnen werden.
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3.7 Aufbruch von SFV-infizierten BHK-Zellen und Membranpréparation

In dieser Arbeit wurden fiir die Produktion des Rezeptors adhdrente BHK-21-Zellen in
Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 144 mm kultiviert. Zur Optimierung der
Rezeptorproduktion wurden die Zellen in einzelnen Schalen nach der Infektion mit den
rekombinanten Viren unter verschiedenen Bedingungen flr einen bestimmten Zeitraum
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und eine Membranpréparation
durchgefihrt. Fir die Durchmusterung verschiedener Bedingungen sollten Membranen fir
jede einzelne Kulturschale prépariert werden. Die Membranpréparation in kleinem Malstab
erfolgte mit der Glasperlen-Methode und anschlielender Ultrazentrifugation (siehe
Kap.2.8.6.1). Bei dem Aufschluss mit Glasperlen waren tber 90% der BHK-21-Zellen
aufgeschlossen. Von den Zellen aus einer @ 144 mm Kulturschale (ca. 1,5 x 10" Zellen)
konnten durchschnittlich 2 mg Membranprotein gewonnen werden.

Zum Aufschluf? von BHK-Suspensionszellen im praparativen Malistab wurde zundchst die
Parr-Bombe eingesetzt (siehe Kap.2.8.6.2). Mit dieser Methode war es moglich pro Durchlauf
Zellen aus maximal 2 Liter Suspensionskultur (ca. 3 x 10° Zellen) zu verarbeiten. Bis zu 65%
der Zellen konnten aufgebrochen werden. Die nicht aufgebrochenen Zellen konnten durch
eine low-spin Zentrifugation (500 g) gesammelt und zum Aufbruch wieder in die Parr-Bombe
uberfiihrt werden. Beim Zellaufschluss mit der Parr-Bombe wurde eine starke Schaumbildung
beobachtet. Von den BHK-Suspensionszellen aus 1 Liter Kultur konnten mit dieser Methode
durchschnittlich 100 mg Membranprotein gewonnen werden.

Als weitere Methode wurde der Zellaufschluf3 im préparativen Mafstab in der French-Press
getestet (siehe Kap.2.8.6.3). Es stellte sich heraus, daB bei den BHK-Zellen bereits nach dem
ersten Durchgang ein Aufschlussgrad von 80% erreicht werden konnte. Nach 2 Durchgéngen
konnten fast 100% der Zellen aufgebrochen werden. Dabei war die Schaumbildung minimal.
Der AufschluR der Zellen aus 1 Liter Suspensionskultur konnte innerhalb von 10 min
ausgefuhrt werden, wobei die Ausbeute an Membranprotein um 20% hdher lag als die mit der
Parr-Bombe. Deshalb wurden weitere Membranpréparationen von BHK-Zellen im
praparativen MaRstab mit der French-Press durchgefthrt.

Die Produktion grofRer Mengen an Rezeptorprotein konnte auch mit adhdrenten BHK-Zellen
durchgefiihrt werden. Dazu wurden 6 x 10® Zellen aus 40 Kulturschalen (& 144 mm) mit den
rekombinanten Viren infiziert und nach 20 Stunden flr die Membranpraparation geerntet. Die

Membranpraparation wurde mit der French-Press durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass die
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Ausbeute an Membranprotein bei den adharenten Zellen mit durchschnittlich 0,14 mg/10°
Zellen fast doppelt so hoch lag wie bei den Suspensionszellen.

Durch niedrige Temperatur (4°C) und Zugabe von Proteaseinhibitoren (Leupeptin, PMSF,
Pepstatin und Bacitracin) konnte der proteolytische Abbau des Rezeptors bei der
Membranpraparation stark reduziert werden. Der Verlust an Ligandenbindung wéhrend der

Membranpraparation betrug ca. 10%.

3.8 Solubilisierung des B2-adrenergen Rezeptors aus Membranen von BHK-21-Zellen

Fur die Solubilisierung von Membranproteinen musste ein geeignetes Detergenz gefunden
werden, welches das Membranprotein in ausreichendem Umfang funktionell aus den
Membranen l6st. Fur das betreffende Membranprotein aus einem bestimmten Membrantyp
muss das geeignete Detergenz individuell ermittelt werden. Da ionische Detergenzien generell
starker denaturierend wirken, werden flir Membranproteine hauptséchlich nicht-ionische und
zwitterionische Detergenzien eingesetzt. In dieser Arbeit wurden verschiedene Detergenzien
zur Solubilisierung des Rezeptors getestet. Dabei wurden die Membranen mit Hepes-Puffer
(s. 2.1.3) auf eine Proteinkonzentration von 2-5 mg/ml eingestellt. Die Detergenzien wurden
auf eine Konzentration eingestellt, die dem 10-100 fachen ihrer Kkritischen
Mizellenkonzentration (CMC) entsprach. Nach einer Solubilisierungszeit von 1-2 h bei 4 °C
wurden die ungel6sten Membranbestandteile durch Zentrifugation abgetrennt. Die
Solubilisierungseffizienz wurde durch Ligandbindungstests mit [PH]CGP-12177 ermittelt. Bei
n-Dodecyl-#-D-maltosid lag die Solubilisierungsrate bei 90%. Digitonin zeigte eine
Solubilisierungsrate von 50% bei einer Detergenzkonzentration von 1%. Mit allen anderen
getesteten Detergenzien, wie n-Octyl-B-D-maltosid, n-Decyl-p-D-maltosid, n-Undecyl-B-D-
maltosid, CHAPS, Cholat, Desoxycholat, Fos12, Fosl4 und Fosl6 konnten nur niedrige
Solubilisierungsausbeute <10% erzielt werden.

Zur Erhohung der Ausbeute wurden bei der Solubilisierung mit n-Dodecyl-f-D-maltosid
verschiedene Parameter wie Detergenzkonzentration, Solubilisierungszeit, pH-Wert und
lonenstérke variiert. Die Solubilisierung wurde bei Detergenzkonzentrationen von 0,5-2%
durchgefiihrt. Dabei konnte mit 1,5 % n-Dodecyl-#-D-maltosid bei pH 7,4, 100mM NaCl und
2 h Solubilisierungszeit eine héchste apparente Solubilisierungsrate von 107% erzielt werden.
Bei weiteren Versuchen, bei denen der pH-Wert von 7,4 auf 8,0 bzw. die lonenstarke von 100

auf 500 mM erhoht wurde, konnte keine bessere Solubilisierungsausbeute gezeigt werden.
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Auch eine Verkirzung bzw. Verlédngerung der Solubilisierungszeit hatte keinen positiven

Einfluss auf die Solubilisierungsausbeute.

3.9 Reinigung des B;-adrenergen Rezeptors

3.9.1 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) mittels ,,HiL.oad"-
Chromatographie-System

In dieser Arbeit wurde die Produktion des [,-adrenergen Rezeptors zur Aufreinigung und
Anreicherung ausschlief3lich mit dem Konstrukt CAPB,ARHis durchgefuhrt. Mit Hilfe des C-
terminalen Dekahistidin-Anhangsels konnte der rekombinante Rezeptor (ber eine
immobilisierte Metallchelat-Affinitatsmatrix gereinigt werden. Die Reinigung wurde zunéchst
uber Ni-NTA-Agarose mit dem ,HiLoad“-Chromatographie-System (Pharmacia)
durchgefhrt.

In einem Vorversuch wurden 2,5 ml Solubilisat mit 430 pmol Rezeptor-Bindung auf 2 ml
Ni?*-NTA-Matrix geladen, mit 20 mM Imidazol in Hepes-Puffer (20 mM Hepes, pH 7,4,
100mM NaCl, 12 mM MgCl,, 0,1 % LM) gewaschen und mit Hilfe eines Imidazol-
Stufengradienten von 50, 100, 200 und 500 mM eluiert. Die Western Blot-Analyse der
eluierten Fraktionen zeigte, daR nur ein geringer Anteil des Rezeptors im Durchlauf und in der
Wasch-Fraktion wiederzufinden war (Abb. 3.21). Die Elution des gebundenen Rezeptors
begann bei 100 mM Imidazol. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde bei weiteren Reinigungen
die Imidazol-Konzentration in Waschpuffer auf 40 mM erhoht und eine Imidazol-

Konzentration von 100 mM zur Elution des gebundenen Rezeptors gewahlt.

1 2 3 4 5 6 7

_——l— Rezeptor

Abb.3.21: Western-Blot-Analyse einer Reinigung des p,-adrenergen Rezeptors iber einer Ni**-NTA-Séule.
Nachweis mit dem Anti-His-Antikdrper. Spur 1: Durchlauf; Spur 2: Waschfraktion mit 20 mM Imidazol; Spur 3:
Eluat mit 50 mM Imidazol; Spur 4: Eluat mit 75 mM Imidazol; Spur 5: Eluat mit 100 mM Imidazol; Spur 6:
Eluat mit 150 mM Imidazol; Spur 7: Eluat mit 200 mM Imidazol.
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Der anféngliche Reinigungsversuch zeigte, daR der B,-adrenerge Rezeptor uber IMAC nur
schwach angereichert werden konnte (Abbildung 3.22.A). Neben der schwachen 49 kDa
Bande des Rezeptors waren noch mehrere Banden auf dem Silber-gefarbten Gel zu erkennen.
Die Western Blot-Analyse deutet darauf hin, daB es sich bei den Banden zwischen 52 und 60
kDa maoglicherweise um die glykosylierte Formen des Rezeptors handelt (Abbildung 3.22.B).
Die 2 Banden im Bereich von 30 kDa sind mdglicherweise Abbaubanden des Rezeptors. Die

eingesetzten Proteaseinhibitoren hatten keinen Einfluss auf das Erscheinen dieser Banden.

kDa 1 2 3 kDa 1 2 3
148+ Abb.3.22. A) Silber-gefarbtes SDS-Gel zur

Darstellung der Reinigung des
Rezeptorkonstrukts CAPPB,ARHis iiber Ni?-

64- NTA-Séule. Spur 1: Molekulargewichtsmarker;
50- . .I Spur 2: Membran; Spur 3: Eluat der Ni**-NTA-

Saule nach einem Woaschschritt mit 20 mM

98-

36- Imidazol. B) Western Blot-Analyse mit dem

- monoklonalen Antikdrper 15H6 in gleicher

Reihenfolge wie A.

Bei weiteren Reinigungsversuchen wurden die BHK-21-Zellen nach der Infektion in
Anwesenheit von 5 pg/ml Tunicamycin inkubiert, um die Glykosylierung des produzierten
[B.-adrenergen Rezeptors zu blockieren. Das Ergebnis der Reinigung Uber IMAC zeigt die
Abbildung 3.24. Auf dem Silber-geférbten Gel waren neben der dominanten Rezeptorbande
mit dem erwarteten Molekulargewicht von 49 kDa nur schwache unspezifische Banden im
Bereich von 60 kDa und bei 30 kDa die mogliche Abbaubande des Rezeptors zu sehen. Im
Gegensatz zur vorherigen Reinigung war kein glykosylierter Rezeptor zu erkennen. Anhand
des SDS-Gels wurde die Reinheit des Rezeptors auf 80 % geschétzt.

A B
Abb.3.23. A) Silber-gefarbtes SDS-Gel zur Darstellung
der Reinigung des Rezeptorkonstrukts CAPB,ARHis
S0kDa- | N iber Ni*-NTA-Sdule nach der Inhibition der
Glykosylierung des Rezeptors. Eluat der Ni**-NTA-
Sdule. B) Western Blot-Analyse mit dem Anti-His-
36kDa- | = Antikorper.
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Der gereinigte Rezeptor wurde mit Hilfe der Gelfiltration Uber eine Superose 12-Séule

analysiert. Das Retentionsprofil in Abb. 3.24 zeigte ein Absorptionsmaximum bei einem

Retentionsvolumen von 1,66 ml. Dabei handelt sich méglicherweise um die monomere Form

des Rezeptors. Aullerdem l&sst das Retentionsprofil auch auf die Présenz von aggregiertem

Rezeptor schlieBen.

[

L8]

OD 280

Gos

.

1,5 2

Retentionsvolumen (ml)

Abb.3.24: Retentionsprofil (Superose 12) des gereinigten Rezeptors (Eluat der Ni-NTA-Séaule).

Die Gesamtausbeute des Rezeptors nach der IMAC betrug 19,9 % (Tab.3.5). Aufféllig war

der grofRe Verlust des bindungsaktiven Rezeptors im Durchlauf (51,2%). Auf dem Western

Blot mit dem monoklonalen Anti-His-Antikorper zeigte die Durchlauf-Fraktion nur ein

schwaches Signal.

Tabelle 3.5: Reinigung des B,-adrenergen Rezeptors iiber Ni**-NTA-Séule mit dem HilLoad-System.

Gesamtbindung

Ausbeute

Spez. Bindungs-

Gesamt-

Anreicherung

(pmol) (%) aktivitat (pmol/mg) | protein (mg)
Membran |429,5 100 18,2 23,6 -
Solubilisat |423,2 98,5 20,8 20,3 1,1
Durchlauf |216,6 (51,2) - 14,9 -
Waschen |66,0 (15,6) - 4,2 -
Eluat 84,1 19,9 1401,7 0,06 77,0

Die angegebenen Werte bezeihen sich auf 4 unabhangige Reinigungen.
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3.9.2 Immobilisierte Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) mittels ,, AKTA*-
Chromatographie-System

Die Reinigung des P,-adrenergen Rezeptors im grofRen MaRstab wurde an der HisTrap-HP-
Séaule (Amersham) mit Hilfe des AKTA-Chroamtographie-Systems durchgefiihrt. Es wurde
eine Reinigung mit 25 ml Solubilisat mit 4717 pmol Rezeptorbindung aus 2 L BHK-
Suspensionskultur durchgefihrt. Die Probe wurde auf 1 ml HisTrap-Hp-Séule aufgetragen,
mit 20 mM Imidazol in Hepes-Puffer (20 mM Hepes, pH 7,4, 100mM NacCl, 12 mM MgCl,,
0,1 % LM) gewaschen und mit Hilfe eines Imidazol-Stufengradienten von 50, 100, 200 und
500 mM eluiert. Das eingezeichnete Profil zeigte, das die gebundenen Proteine bei einer
Imidazol-Konzentration von 100 mM eluiert wurden (Abb. 3.25.A). Das Eluat wurde durch
eine TCA-Proteinfallung konzentriert und einer SDS-PAGE unterzogen (Abb. 3.25.B). Auf
dem Silbergefarbten Gel waren neben dem Rezeptor noch einige Proteinbanden zu erkennen.
Zwei weitere Reinigungen zeigten, dass es nicht mdglich war den Rezeptor mit einem

einzigen Schritt zu reinigen.

100 MM
Imidazol 4— Rezeptor

Durchlauf Wasch 20 mM x
Imidazol

Abb.3.25. A): Chromatographie-Profil der Reinigung des [,-adrenergen Rezeptors Uber die HisTrap-HP-Saule
mit dem AKTA-System. B): Silber gefarbtes SDS-Polyacrylamid-Gel der Eluat von A.

Eine Zusammenfassung der Reinigung ist in Tab.3.6 dargestellt. Der Verlust an Liganden-

bindungsaktivem Rezeptor im Durchlauf betrug hier 38,4%.
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Tabelle 3.6: Reinigung des B,-adrenergen Rezeptors Uber HisTrap-HP-Saule.

Gesamtbindung

Ausbeute

Spez.

Gesamtprotein

Anreicherung

(pmol) (%) Bindungsaktivitat | (mg)
(pmol/mg)
Membran 4717 100 20,9 225 -
Solubilisat |3943 83,6 19,4 203
Durchlauf |1516 (38,4) - - -
Waschen 238 (6,0) - - -
Eluat 473 10,0 788 0,6 40,6
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4. Diskussion

Eine heterologe Produktion von GPCRs und lonenkandlen mittels Semliki Forest Virus-
Expressionssystem in Saugerzellen konnte in vielen Féllen gezeigt werden. So wurde z.B. der
humane Neurokinin 1 (NK1)-Rezeptor mit 6 pmol pro mg Membranprotein (Lundstrom et al.,
1995), der ap-adrenerge Rezeptor mit 24 pmol pro mg Membranprotein (Scheer et al., 1999),
der 5HTs-Rezeptor aus Maus mit 8 x 10° Rezeptoren pro Zelle (Blasey et al., 2000), der
Histamin H,-Rezeptor mit 50 pmol pro mg Membranprotein (Hoffmann et al., 2001), der oup-
adrenerge Rezeptor mit 173 pmol pro mg Membranprotein (Sen et al., 2003) und der
Cannabinoid (CB;)-Rezeptor aus Maus mit 25 pmol pro mg Membranprotein (Olson et al.,
2003) produziert. In der hier vorliegender Arbeit sollte das SFV-Expressionssytem fir die
heterologe Produktion des humanen p,-adrenergen Rezeptors in Hinblick auf spétere

Kristallisation etabliert und optimiert werden.

4.1 Produktion von rekombinanten Semliki Forest Virus-Partikeln

Der erste Schritt zur Optimierung des SFV-Expressionssystems erfolgte bei der in vitro
Transkriptionsreaktion. Es stellte sich heraus, dass die Qualitat der Vektor-DNA fiir die RNA-
Produktion von entscheidender Bedeutung war. Hierbei war vor allem eine vollstandige
Linearisierung der Vektor-DNA mit anschlieBender Reinigung ein wichtiger Faktor. Andere
Faktoren, wie die Menge der Vektor-DNA, das GTP/CAP-Analogon-Verhéltnis im
Reaktionsansatz, die Reaktionstemperatur und —dauer sowie die Qualitat der SP6 RNA
Polymerase haben keinen grof3en Einfluss auf die RNA-Ausbeute.

Bei der in vitro Transkription wurde auBerdem beobachtet, dass die Ausbeute der kiirzeren
Helfer-RNA stets hoher als die der langeren pSFV-RNA war. Mdglicherweise spielt die
GroRe der Transkripte fiir die RNA-Produktion eine wichtige Rolle. Je langer die Transkripte,
desto h&ufiger treten Fehler bei der Transkriptionsreaktion auf und die RNA-Ausbeute wird
infolgedessen niedriger. Die Ursache fir die unterschiedliche Ausbeute der Transkription
kdnnte auch in der Sequenz der Vektor-DNA liegen.

Nach der Optimierung der in vitro Transkription wurde weiterhin untersucht, welche Schritte
der Virusproduktion zu einer erhéhten Ausbeute an infektiosen Partikeln flihren konnten. Als
Elektroporationslésung erwies sich PBS-Puffer am besten geeignet. Es wurde aul3erdem eine

Elektroporationsbedingung gefunden, unter der die meisten Zellen Uberleben und eine hohe
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Gentransfer-Effizienz zeigen konnten. 20 Stunden nach der Elektroporation konnten Viren
mit einem Virustiter von 7,5 x 10°® infektiose Partikel pro ml geerntet werden. Der in der
Literatur angegebene Virustiter von 1 x 10° infektidse Partikel pro ml konnte nahezu erreicht
werden (Lundstrom et al., 1999).

4.2 Produktion des p,-adrenergen Rezeptors in Sdugerzellen

4.2.1 Rezeptorproduktion in adharenter Zellkultur

Bisher wurde keine systematische Untersuchung im Hinblick auf einen mdglichen Einfluss
verschiedener N- und C-terminalen Fusionen auf die Ausbeute von GPCRs im SFV-
Expressionssystem durchgefihrt. Bei den in der Literatur beschriebenen Produktionen von
GPCRs handelt es sich meistens um die Produktion der Wildtyp-Rezeptoren zur
pharmakologischen Charakterisierung.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Konstrukte des p3,-adrenergen Rezeptors mit dem SFV-
Expressionssystem in Sdugerzellen produziert. Verschiedene N- und C-terminale Fusionen
wurden in Bezug auf deren Einfluss auf die Rezeptorproduktion untersucht. Dabei zeigten die
Konstrukte mit C-terminalem Dekahistidin-Anhangsel eine héhere Ausbeute im Vergleich zu
den Konstrukten mit N-terminalem Dekahistidin-Anhangsel. Moglicherweise wird der Einbau
des Rezeptors in die Membran durch die positiven Ladungen der Histidinreste am N-
Terminus erschwert. Eine C-terminale Fusion des Hexahistidin-Anhéngsels wurde auch fir
die Expression des 5HT3-Rezeptors (Blasey et al., 2000) und aqp-adrenergen Rezeptors
(Bjorklof et al., 2002) mittels SFV-Expressionssystem verwendet. Beim 5HTs;-Rezeptor
konnte eine Ausbeute von 8 x 10° Rezeptoren pro Zelle erreicht werden. Nach der
Membranpraparation und Solubilisierung mit Polyoxyethylen-9-Laurylether (Ci2Eg) konnte
der Rezeptor durch Metallaffinitats-Chromatographie Uber Ni-NTA-Agarose in einem
einzigen Schritt gereinigt werden. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine Reinigung
des B,-adrenergen Rezeptors mit N-terminalem Dekahistidin-Anhangsel tber die Ni-NTA-
Séule angestrebt.

Die Biotinylierungsdoméne der Transcarboxylase aus Propionibacterium shermanii wurde
zur Reinigung des Rezeptors uber eine monomere Avidin-Sdule eingesetzt. Ein positiver
Effekt der Biotinylierungsdomane auf die Uberproduktion von GPCRs konnte sowohl in P.

pastoris (Weil3, 1998; Reinhart, 2000) als auch in Insektenzellen (Grinewald, 1997; Ivanovic,
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2001) gezeigt werden. Bei der Produktion des NK1-Rezeptors in CHO-Zellen mit dem SFV-
Expressionssystem wurde jedoch ein negativer Effekt fir die Biotinylierungsdomane
festgestellt (Lundstrom et al., 1995). Das Konstrukt mit C-terminaler Biotinylierungsdoméne
zeigte um 44% niedrigere Ausbeute als die des Wildtype-Rezeptors. In der vorliegenden
Arbeit konnte kein positiver Effekt der C-terminalen Biotinylierungsdoméane mit den
Rezeptor-Konstrukten Hisp,ARBiIo und CAPHisp,ARBIo0 gezeigt werden.

Die Kozak-Sequenz spielt eine wichtige Rolle fiir die Translationsinitiation in Eukaryonten
(Kozak, 1999). Diese Sequenz wurde in vielen eukaryotischen Expressionsvektoren vor das
Start-Codon ATG eingefuigt, um die Produktion des rekombinanten Proteins zu steigern (Sano
et al., 2002; Nakajima et al., 2004). Die Hadmagglutinin-Signalsequenz ist erforderlich fir die
funktionelle Expression und den Membrantransport vom Hamagglutinin-Protein des
Influenza-Virus (Sekikawa & Lai, 1983). Eine Kombination aus Kozak-Sequenz und HA-
Signal-Peptid wurden fir die heterologe Produktion von Cholinacetyltransferase mit hoher
Ausbeute in COS-1-Zellen verwendet (Robert & Quirin-Stricker, 1998). Fur die Expression
des [,-adrenergen Rezeptors mit dem SFV-Expressionssystem konnte eine um 50% hdhere
Rezeptorproduktion fiir das Konstrukt KHAFlagB,ARHis mit der Kozak-Sequenz und HA-
Signalsequenz festgestellt werden. Die hier verwendete verkiirzte Kozak-Sequenz gilt als
essentiell flr eine optimale Initiation der eukaryotischen Translation und stimmt an der
Position =6 und von Position —3 bis +4 mit der vollstandigen Kozak-Sequenz (iberein (Kozak,
1986). Es ware hier interessant in Zukunft auch den Einfluss der vollstdndigen Kozak-
Sequenz auf die Proteinexpression im SFV-System zu untersuchen.

Das Gen des Kapsid-Proteins aus dem Genom des Semliki-Forest-Virus fungiert als ein
translational enhancer-Signal und kann die Expression des rekombinanten Proteins bis zu 10
fach erh6hen (Lundstrom et al., 2001). Im Gegensatz dazu konnte in der hier vorliegenden
Arbeit eine Steigerung der Rezeptorproduktion mit der CAP-Sequenz um den Faktor 2 erzielt
werden. Das Ausmal der Produktionssteigerung durch die CAP-Sequenz scheint bei
unterschiedlichen Rezeptoren variabel zu sein. Fir die Produktion des aop-adrenergen
Rezeptors mit dem SFV-System wurde sogar ein negativer Effekt fur die CAP-Sequenz
beobachtet (Sen et al., 2003).

Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass N- und C-terminale Fusionen sowohl positiven
als auch negativen Einfluss auf die Rezeptorproduktion haben. Insgesamt war der dadurch
erreichte Produktionslevel noch sehr niedrig (siehe Kapitel 3.4.3). Aus diesem Grund
benotigte das SFV-Expressionssystem zur Produktion des p,-adrenergen Rezeptors weitere

Optimierungen.
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In einem viralen Expressionssystem wird das Expressionsniveau zum gréf3ten Teil von der
Infektionsmultiplizitdst (MOI) beeinflusst. So stieg die rekombinante Produktion der -
Galaktosidase im SFV-Expressionssystem mit zunehmender MOI in einem Bereich von 4-400
(Blasey et al., 1997). Ein adhnlicher Effekt der MOI wurde auch in der hier vorliegender
Arbeit fur die Produktion des [,-adrenergen Rezeptors bei allen getesteten
Rezeptorkonstrukten  beobachtet. Die Maoglichkeit zur Produktionssteigerung mit
zunehmender MOI wurde im hier getesteten Bereich (bis zu MOI = 264) nicht ausgeschopft.
Madglicherweise konnte der Rezeptorproduktion durch eine weitere Erhéhung der MOI weiter
gesteigert werden. Fur die Produktion groRer Mengen an Rezeptorprotein mit dem SFV-
Expressionssystem wurde jedoch eine MOI unterhalb 100 gewdhlt, da bei héherer MOI die
Virusproduktion zum limitierenden Faktor wird. Der Effekt von MOI lasst sich nur durch
multiple Infektion erklaren, da eine vollstdndige Infektion der BHK-21-Zellen bereits bei
einer MOI von 10 erreicht wird. Je hoher die MOI, desto mehr Kopien vom rekombinanten
RNA-Molekiilen gelangen in die Zellen und flihren somit zu einer héheren Proteinexpression.
Hier ware es interessant, einen Vektor zu entwickeln, der mehrere Kopien der
Expressionskassette besitzt. Dies konnte eine Mdglichkeit darstellen, mit weniger Viren eine
hohere Ausbeute zu erreichen.

Ein weiterer wichtiger Faktor flr die erfolgreiche rekombinante Proteinproduktion mit dem
SFV-Expressionssystem stellt die verwendete Zelllinie dar. Wegen des bereiten
Wirtsspektrums vom Semliki Forest Virus kann die heterologe Proteinexpression in
verschiedenen Zelllinien durchgefiuhrt werden (Lundstrom, 2003). Fir die Produktion von
GPCRs wurden oft Sdugerzellen wie z.B. BHK-21-, CHO-K1-, COS7- und HEK293-Zellen
verwendet. Das Expressionsniveau flr ein bestimmtes Protein kann in verschiedenen
Wirtszellen stark variieren (Lundstrom, 2003). In dieser Arbeit wurden die oben genannten
vier Zelllinien zur Produktion des Bp-adrenergen Rezeptors untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass bei den CHO-K1- und BHK-21-Zellen eine deutliche héhere Rezeptorproduktion im
Vergleich zu den COS7- und HEK293-Zellen erreicht werden konnte. Obwohl die Ausbeute
in CHO-K1-Zellen hoher als in den BHK-21-Zellen lag, war die gesamte Ausbeute an
funktionellem Rezeptor in BHK-21-Zellen hoher. Ein anderer entscheidender Vorteil von
BHK-21-Zellen gegenuber CHO-K1-Zellen war das schnellere Wachstum. Zusammenfassend
lasst sich feststellen, dass die BHK-21-Zellen fur die Rezeptorproduktion in groen Mengen
besser geeignet sind als die anderen drei Zelllinien.

In dieser Arbeit wurde eine zeitabhdngige Untersuchung der Rezeptorproduktion
durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass ein Maximum der Rezeptorproduktion in HEK-293-
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und BHK-21-Zellen bereits 16 bzw. 20 Stunden nach Infektion erreicht wurde. Im Gegensatz
dazu wurde der Rezeptor in COS7- und CHO-K1-Zellen erst 40 bzw. 42 Stunden nach
Infektion am stérksten produziert. Dieser zeitliche Verlauf ist im Bereich dessen, was fur
verschiedene Rezeptoren in der Literatur angegeben wird. Fir den humanen Neurokinin 1
(NK1)-Rezeptor wurde ein Maximum der Produktion in CHO-K1-Zellen 12 Stunden nach der
Infektion gefunden (Lundstrom et al., 1995). Sowohl fur die Produktion des oup-adrenergen
Rezeptors in BHK-21-Zellen (Scheer et al., 1999) als auch fur die Produktion des Histamin
H.-Rezeptors in COS7-Zellen (Hoffmann et al., 2001) wurde ein Maximum bei 40 Stunden
nach der Infektion beobachtet. In einzelnen Wirtszelltypen war das zeitliche
Produktionsmuster offenbar von dem individuellen Rezeptor abhéngig.

Ein positiver Einfluss von Liganden im Induktionsmedium wurde fur die Produktion des f3,-
adrenergen Rezeptors in Saccharomyces cerevisiae beobachtet (King et al., 1990; Sizmann et
al., 1996). Bei der Produktion von GPCRs in Pichia pastoris wurde dieser Effekt fiir den B,-
adrenergen Rezeptor (Weil3, 1998; Reinhart, 2000), den Histamin Hj-Rezeptor (Ivanovic,
2001) und den Dopamin Dys-Rezeptor (Grunewald, 2004) berichtet. In der vorliegenden
Arbeit konnte zum ersten Mal fir die heterologe Produktion in S&ugerzellen gezeigt werden,
dass die Zugabe von Liganden ins Kulturmedium eine signifikante Steigerung der
Rezeptorproduktion bewirkt. Bemerkenswert war hierbei, dass bei immunologischer
Untersuchung der Membranen zwischen den Proben mit und ohne Alprenolol kein sichtbarer
Unterschied der Signalstarke zu erkennen war, wo hingegen der Liganden-Bindungstest eine
3,7-fache Erhéhung der bindungsfahigen Rezeptorpopulation zeigte. Dies kdnnte darauf
hinweisen, dass durch die Anwesenheit des Liganden die gesamte Rezeptorproduktion nicht
gesteigert, sondern nur der Anteil an bindungsfdhigem Rezeptor in der gesamten
Rezeptorpopulation erhéht wurde. Mdoglicherweise hat der Ligand eine stabilisierende
Wirkung auf den Rezeptor. Es lasst sich spekulieren, dass der membranpermeable Ligand
Alprenolol bereits wahrend der Translation an den Rezeptor binden und dadurch die Faltung
des Rezeptors begunstigen konnte.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Infektion in PBS-Puffer im Vergleich zu
der in Kulturmedium zu einer hoheren Ausbeute fuhren konnte. Mdglicherweise hat die
komplexe Zusammensetzung des Kulturmediums einen negativen Einfluss auf die Infektion.
Aulerdem hat PBS als Pufferlosung vermutlich einen besser stabilisierenden Effekt auf die
rekombinanten Viren.

Unter den optimierten Bedingungen konnte bei einer MOI von 150 und 2 puM Alprenolol im

Medium eine Produktionsrate von 49,6 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein in adhérenter
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Zellkultur erreicht werden. Im Vergleich zur anféanglichen Produktion war das eine Steigerung

um das DreiBigfache.

4.2.2 Rezeptorproduktion in Suspensionskultur

Die Produktion groBer Mengen an Rezeptorprotein mit adharenten BHK-21-Zellen ist sehr
arbeitsintensiv. Fir dieselbe Menge an Zellen aus 1 | Suspensionskultur bendtigt man fir
adhérente Kultur ca. 70 Kulturschalen (& 144 mm). Das bedeutet langere Arbeitszeit und die
Gefahr einer Kontamination der Zellkultur ist hoher als bei der Suspensionskultur in
Spinnerflaschen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Produktion des ,-adrenergen
Rezeptors in groBem Malstab in Suspensionskultur durchgefiihrt. Die Produktion von
Membranproteinen in Suspensionskultur mit dem SFV-Expressionssystem konnte bereits fir
den 5HT3-Rezeptor mit einer Ausbeute von 15 mg Rezeptorprotein aus 11,5 |
Suspensionskultur durchgefuhrt werden (Blasey et al., 2000).

Die BHK-Suspensionszellen kénnen in Spinnerflasche eine sehr hohe Zelldichte von 3 x 10°
ml™ erreichen. Versuche mit verschiedenen Zelldichten ergaben, dass eine Zelldichte von 1,5
x 10° mI™ ideal firr die Infektion war. Bei dieser Zelldichte befinden sich die meisten Zellen
in der exponentiellen Wachstumsphase und sind deshalb gut infizierbar. Die Infektion der
Suspensionskultur erfolgte nicht in PBS-Puffer sondern in Kulturmedium. Im Gegensatz zu
adhdrenten Zellen konnten sich die Suspensionszellen nach einer Inkubation in PBS-Puffer
schlechter erholen und zeigten eine niedrigere Vitalitat.

Die Produktion des (,-adrenergen Rezeptors in Suspensionskultur musste ebenfalls optimiert
werden. Es war anzunehmen, dass die Faktoren, die die Produktion in adhédrenter Kultur
beeinflussen, auch fur die Optimierung der Suspensionskultur von groRer Bedeutung sind.
Aus diesem Grund wurden die Einflisse von MOI, Liganden und DMSO auf die
Rezeptorproduktion in Suspension untersucht. Es zeigte sich, dass die Ausbeute des
Rezeptors, &hnlich wie in adhédrenter Kultur, proportional mit zunehmender
Infektionsmultiplizitat stieg. Auch die Zugabe von Antagonist Alprenolol und DMSO ins
Kulturmedium bewirkte eine erhohte Rezeptorproduktion in BHK-Suspensionszellen. Bei
einer MOI von 100 und in Anwesenheit von 5 uM Alprenolol sowie 0,5% DMSO im Medium
konnte eine Ausbeute von 23,7 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein erreicht werden. Als
Voraussetzung fir eine Anreichung und Aufreinigung des rekombinanten Rezeptorproteins
zwecks Kristallisation gilt, dass mindestens 1 mg Rezeptor aus 5 Liter Kulturvolumen

produziert wird, was eine minimale Ausbeute von 26 pmol Rezeptor / mg Membranprotein in
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eukaryotischen Zellen entspricht (Sarramengna et al., 2003). Die hier erreichte Ausbeute des
B,-adrenergen Rezeptors in Spinnerflasche lag noch unterhalb dieses Kriteriums.

Die Kulturbedingungen von infizierten Zellen spielte auch eine wichtige Rolle fir die
Rezeptorproduktion. Es stellte sich heraus, dass die Inkubation unter Rihren in
Suspensionskultur einen negativen Einfluss auf die Rezeptorproduktion hatte. Eine mdgliche
Ursache hierfiir konnte der mechanische Stress sein, dem die Zellen durch die Rihrpendel in
der Spinnerflasche ausgesetzt sind. Aus diesem Grund wurden die Zellen nach der Infektion
in Petrischalen aus Polystyrol statt in Spinnerflaschen kultiviert. Unter dieser Bedingung
konnte eine Produktionsrate von 36,0 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein erzielt werden.
Ein weiterer positiver Effekt konnte die bessere Sauerstoffzufuhr aufgrund der gréReren

Oberflache bei der Petrischale im Vergleich zur Spinnerflasche sein.

4.3 Charakterisierung des produzierten [3,-adrenergen Rezeptors in Saugerzellen

G-Protein gekoppelte Rezeptoren befinden sich im nativen Gewebe hauptséchlich in der
Plasmamembran der entsprechenden Zelle. Fur die Signaltransduktion hat die richtige
Lokalisation des Rezeptors in der Plasmamembran eine entscheidende Bedeutung. Der (-
adrenerge Rezeptor besitzt keine bekannte Signalsequenz fir den Transport zur
Plasmamembran. Uber den Mechanismus, wie der Rezeptor durch den intrazellularen
Transportweg zur Plasmamembran gesteuert wird, ist noch wenig bekannt.

In dieser Arbeit konnte fir den in BHK-21- und HEK-293-Zellen produzierten p,-adrenergen
Rezeptor bei Immunogoldmarkierung gezeigt werden, dass der Rezeptor Uberwiegend in den
Membrankompartimenten des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert war. Nur sehr
wenige Rezeptoren konnten in der duleren Plasmamembran nachgewiesen werden. Das
Rezeptorkonstrukt mit der H&magglutinin-Signalsequenz zeigte das gleiche Verhalten.
Ahnliche Beobachtung wurde auch fiir die Produktion des o,-adrenergen Rezeptors mit dem
SFV-Expressionssystem im CHO-K1-Zellen gemacht (Sen et al., 2003). Es ist unklar, warum
es zu der falschen Lokalisierung des Rezeptors kommt, da praktisch alle S&ugerzelle die
notwendigen Komponenten fur den Membrantransport besitzen. Ein ineffizienter
Membrantransport scheint ein allgemeines Problem fur die heterologe Expression von GPCRs
zu sein. Beispielweise konnten eine hauptséchlich intrazellulare Verteilung auch fur die in
Pichia pastoris (Weifl}, 1998; Reinhart, 2000) und Insektenzellen (Griinewald, 1997)

produzierten GPCRs festgestellt werden. Mdoglicherweise wurde der intrazellulare
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Transportsweg zur Plasmamembran durch die Uberproduktion des rekombinanten Rezeptors
Uberbelastet.

Fir die Produktion von zwei Geruchsrezeptoren, 17 und OR5 aus Maus, mit dem SFV-
Expressionssystem konnte gezeigt werden, dass die Rezeptoren, wenn produziert in BHK-21-
Zellen, nicht zur Membran transportiert, wahrend sie in den Mausgeruchszellen jedoch
korrekt in die Plasmamembran inseriert wurden (Monastyrskaia et al., 1999). Die
intrazellulare Retention des heterolog produzierten Proteins koénnte daher auch auf die
Besonderheiten der Wirtzelllinien zuriickzufthren sein.

Das in dieser Arbeit verwendete Rezeptorkonstrukt hat 2 Konsensus-Sequenzen fiir N-
Glykosylierung. Das gleiche Rezeptorkonstrukt wurde in Pichia pastoris nicht glykosyliert
(Reinhart, 2000). In dieser Arbeit wurde die N-Glykosylierung des in BHK-21-Zellen
produzierten B,-adrenergen Rezeptors untersucht. Durch die Behandlung der gewonnenen
Membranen mit Tunicamycin und Endoglykosidase H konnte gezeigt werden, dass der
Rezeptor teilweise glykosyliert wurde, und dass die N-Glykane mdoglicherweise zum
mannosereichen Typ gehorte. Die glykosylierte Form des Rezeptors erhohte die apparente
Molekularmasse im SDS-Gel um 3-8 kDa. Hierbei war unklar, ob die beide Konsensus-
Sequenzen glykosyliert wurden. Es l&sst sich vermuten, dass nur eine Konsensus-Sequenz des
B.-adrenergen Rezeptors glykosyliert wurde. Der Grund daftir war die Beobachtung, dass der
in BHK-21-Zellen produzierte asg-adrenerge Rezeptor glykosyliert wurde, wobei pro N-
Glykane die apparente Molekularmasse sich um 3-6 kDa erhohte (Bjorklof et al., 2002).

Fur den in BHK-21-Zellen produzierten p,-adrenergen Rezeptor wurde die spezifische
Ligandenbindung untersucht. Eine Dissoziationskonstante von 2,7 nM konnte fir den
Liganden [®H]-CGP-12177 bestimmt werden. Dieser Wert liegt um einen Faktor von ca. 5-20
unter denen, die in anderen Expressionssystemen gemessen werden (Voss, 1998; Weiss,
1998). Fur heterolog produzierte GPCRs wurde haufig eine niedrigere Affinitat beschrieben
(Weiss, 1998; Ivanovic, 2001). Als moglicher Grund wurde an erster Stelle die
unterschiedliche Lipidzusammensetzung der Membran in Hefe bzw. E. coli im Vergleich zu
Saugerzellen genannt, was hier nicht der Fall war. Flr den 3,-adrenergen Rezeptor scheint die
Vermutung plausibel zu sein, dass nicht alle produzierten Rezeptoren korrekt gefaltet sind.
Die Tatsache, dass der Ligand Alprenolol einen positiven Einfluss auf die Produktion des
funktionellen Rezeptors hat, unterstiitzt diese Annahme.

Die Signaltransduktion des (,-adrenergen Rezeptors erfolgt in der menschlichen Zelle Gber
die Kopplung des Gs-Proteins. Um die Funktionalitat des rekombinanten Rezeptors in Bezug
auf die Signalweiterleitung zu testen, wurde der Einfluss von Agonist bzw. Antagonist auf die
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intrazellulare cAMP-Konzentration in den mit rekombinanten Semliki Forest Viren infizierten
Saugerzellen untersucht. Die Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration in den
infizierten Zellen erwies sich als schwierig. Das konnte daran liegen, dass die endogene
Proteinproduktion nach Eindringen der Viruspartikel stark heruntergefahren wird. Dadurch
konnte die Menge an G-Proteinen bzw. Adenylatzyklasen in den Zellen auf einen Wert
gesunken sein, der zu gering flr die erforderlichen Messungen ist. Bei einer Ausbeute von
(iber 20 pmol Rezeptor pro mg Membranprotein, entsprechend 2 x 10° Rezeptoren pro Zelle,
ist das Verhaltnis zwischen Rezeptor und G-Protein mdglicherweise nicht ausreichend.
Denkbar wére auch, dass durch Virusinfektion die Zelle nicht mehr intakt und damit eine
Messung der intrazelluldaren cAMP-Konzentration nicht mehr moglich ist. Hierbei ist noch zu
erwéhnen, dass die obengenannten Schwierigkeiten auch bei der cAMP-Messung in mit
Baculovirus infizierten Sf9-Zellen beobachtet wurden (Grunewald, 1997; Ivanovic, 2001). Bei
der Verwendung einer stabil transformierten S&ugerzelllinie sind solche Probleme nicht
aufgetreten (Nilius, 2001; Rehwald, 2003).

Bei Messungen an infizierten CHO-K1-Zellen (1 x 10° Rezeptoren pro Zelle) konnte keine
Anderung der intrazellularen cAMP-Konzentration nach Inkubation mit Agonist gezeigt
werden. Ein Grund dafir konnte in der schnellen Desensibilisierungskinetik des [,-
adrenergen Rezeptors liegen. In vielen Zelllinien wurde eine Desensibilisierung innerhalb von
Minuten flr den p,-adrenergen Rezeptor beschrieben (Nilius, 2001). Die Rezeptor-vermittelte
CAMP-Bildung konnte bereits 5 min nach der Behandlung der Zelle mit dem Agonisten
Isoprenalin das Maximum erreichen. Nach einer langeren Zeit konnte die Rezeptor-
vermittelte cAMP-Bildung nicht mehr gemessen werden. Die Anderung des cAMP-Spiegels
in so einem kurzen Zeitraum konnte durch die in dieser Arbeit verwendete MeRmethode nicht
erfasst werden. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, die Adenylatzyklase mit Forskolin
(FSK) zu aktivieren und den Einfluss von Agonist und Antagonist an FSK-stimulierter
CAMP-Produktion zu zeigen. FSK konnte die endogene Adenylatzyklase sowohl in nicht
infizierten als auch in infizierten Zellen Uber einen Rezeptor-unabh&ngigen Mechanismus
aktivieren, was eine Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration zur Folge hatte. Diese
FSK-stimulierte cAMP-Akkumulation konnte nur in infizierten Zellen durch Agonist weiter
verstarkt bzw. durch Antagonist reduziert werden. Damit konnte demonstriert werden, dass

der rekombinant produzierte Rezeptor zur effektiven Kopplung an G-Proteine féhig war.
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4.4 Membranpréparation und Solubilisierung

Fur den Aufbruch von Sdugerzellen stehen verschiedene Methoden zur Verfligung. Beim
Aufschlul} der Zellen ist darauf zu achten, dass die Préparation in kurzer Zeit erfolgt, um
Proteinabbau durch zelleigene Proteasen zu verhindern. Weiterhin sollte eine Methode
gewéhlt werden, die eine moglichst hohe Aufbruchseffizienz aufweist. Durch den Prozess des
Einfrierens und Auftauens oder durch Osmolyse in hypotonischem Medium kdnnen die
Zellen aufgeschlossen werden. Diese Methoden sind sehr schonend flr die Zellen, die
Effizienz ist jedoch gering. Auf einen Zellenaufschluss mittels Ultraschall wurde verzichtet,
da es hierbei zu Denaturierung und Aggregation von Membranproteinen kommen kann.

Es stellte sich heraus, dass fiir die Membranpraparation im analytischen Mafstab ein
Aufbruch mit Glasperlen (siehe. Kapitel 2.8.6.1) schnell und effizient durchzufiihren war. Die
Ausbeute von 2 mg Membranprotein pro Kulturschale (& 144 mm) war ausreichend fur die
Bestimmung der Bindungsaktivitat.

Die Membranpraparation im praparativen Mafstab in dieser Arbeit wurde in der Parr-Bombe
getestet. Hier zeigte sich jedoch eine niedrige Aufbruchsrate von 65%. Die nicht
aufgebrochenen Zellen konnten durch eine low-spin Zentrifugation (500 g) gesammelt und
zum Aufbruch wieder in die Parr-Bombe Uberfiihrt werden. Dadurch wurde jedoch der
Arbeitsvorgang verléangert und die Gefahr des proteolytischen Abbaus des Rezeptors von den
intrazelluldren Proteasen wurde erhoht. Ein anderer Nachteil der Parr-Bombe war die starke
Schaumbildung, die zur Denaturierung des Rezeptors fiihren kdnnte. Im Gegensatz zur Parr-
Bombe konnten die Zellen in groBen Mengen mit der French-Press problemlos
aufgeschlossen werden. Mit dieser raschen Methode konnten ca. 120 mg Membranprotein aus
1 Liter Kultur gewonnen werden. Hierbei lag die Ausbeute um 20% hdher als bei der Parr-
Bombe.

Zur Solubilisierung des p2-adrenergen Rezeptors aus Pichia pastoris Membranen konnte fir
n-Dodecyl-#-D-maltosid (LM) eine Solubilisierung von bis zu 100% gezeigt werden (Weil3,
1998; Reinhart, 2000). Fir die Solubilisierung des Rezeptors aus der Membran von BHK-
Zellen wurden verschiedenen Detergenzien untersucht. Dabei eignete sich n-Dodecyl-4-D-
maltosid am besten, den Rezeptor zu solubilisieren, gefolgt von Digitonin. Bemerkenswert

war die relativ hohe Konzentration von n-Dodecyl-f-D-maltosid (1,5%), die hier eingesetzt
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werden musste, im Vergleich zu der Detergenzkonzentration von 1% zur Solubilisierung des

Rezeptors aus Pichia pastoris Membranen.

4.5 Reinigung des (,-adrenergen Rezeptors

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass es unmoglich war den [3,-adrenerge Rezeptor
mit N-terminalem Dekahistidin-Anhangsel tiber eine Ni?*-NTA-Séule in einem einzigen
Schritt zu reinigen. Die Ausbeute bei der Reinigung mit dem ,HiLoad*“-Chromatographie-
System betrug nur 20% und war im Vergleich zu den Reinigungen aus Pichia pastoris sehr
niedrig (Uber 80%; Reinhart, 2000). Bei der Gelfiltration Uber eine Superose 12-Sdule konnte
aullerdem festgestellt werden, dass ein Teil der Rezeptorpopulation in aggregierter Form
vorliegt. Ahnliche Aggregation wurde auch bei den Reinigung des B,-adrenerge Rezeptors
aus E. coli (Beresten et al., 1999) und Pichia pastoris (Reinhart, 2000) beschrieben. Dabei
konnten die Aggregate durch eine Kombination von EDTA und DTT aufgel6st werden.

Eine weitere mdgliche Ursache flr die Aggregation kénnte auch die Delipidierung bei der
Solubilisierung sein (Jones, 1999; Breyton et al., 2004). Bei der Solubilisierung des .-
adrenergen Rezeptors aus Pichia pastoris-Membranen konnten aggregierte Formen des
Rezeptors festgestellt werden (Reinhart, 2000). Durch Einsatz eines GFP in Fusion zum
Rezeptor konnte dabei der Zustand des Rezeptors direkt nach der Solubilisierung untersucht
werden. In der Zukunft sollte auch eine ahnliche Studie fur die Solubilisierung des Rezeptors
aus den Membranen der Saugerzellen durchgefihrt werden.

Bei der Reinigung des P,-adrenergen Rezeptors mittels IMAC wurde festgestellt, dass ein
groBer Teil des bindungsaktiven Rezeptors im Durchlauf verloren ging. Mit dem
monoklonalen Antikérper 15H6 konnte ein verkirzter Rezeptor mit einem apparenten
Molekulargewicht von 45 kDa auf dem Western-Blot gezeigt werden. Das Epitop vom
monoklonalen Antikérper 15H6 liegt im C-terminalen Bereich des Rezeptors. Die verkiirzte
Form des Rezeptors entsteht moglicherweise durch die proteolytische Spaltung am C-
Terminus des Rezeptors und unter Verlust des Dekahistidin-Anhéngsels. Moglicherweise
konnten die hier eingesetzten Inhibitoren den Proteinabbau durch zellinterne Proteasen nicht
vollstandig verhindern. Ein ahnliches Problem wurde auch bei der Reinigung von in Pichia

pastoris produzierten [,-adrenergen Rezeptoren beobachtet (WeiR, 1998).
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4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass der humane p,-adrenerge Rezeptor
im mg-Malistab mit dem Semliki Forest Virus-Expressionssystem produziert werden kann.
Hierbei ist zu erwéhnen, dass vor allem die Produktion in Suspensionskultur noch verbessert
werden muss. Die weitere Optimierung konnte durch Regulierung von Temperatur, pH-Wert,
Sauerstoff- sowie N&hrstoff-Konzentration im Medium erfolgt werden (Schléager &
Lundstrom, 1998; Cruz et al., 2000; Blasey et al., 2000). Um dies zu verwirklichen, sollte die
Suspensionskultur in einem Inkubator oder Bioreaktor mit entsprechenden technischen
Ausstattungen herangezogen werden.

Die Charakterisierung des Rezeptors zeigte, das der heterolog produzierte Rezeptor in BHK-
21-Zellen mdoglicherweise N-Glykane vom mannosereichen Typ trug. Es wurde jedoch
berichtet, dass die BHK-Zellen die rekombinanten Proteine mit N-Glykanen vom komplexen
Typ modifizieren kénnen (Grabenhorst et al., 1999). Hierbei wére eine weitere Untersuchung
interessant, ob und warum der B,-adrenerge Rezeptor ausschlielich diese ungereifte Form
von Glykan trug.

Die Ursache fur die falsche Lokalisation des Rezeptors in den Zellen sollte geklart werden.
Die Existenz anderer posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Palmitoylierung und
Phosphorylierung, wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. Hierbei ware interersant zu
wissen, ob die geringe Expression des Rezeptors an der Zelloberfliche mit einer Liganden-
unabhangigen Phosphorylierung verbunden ist.

Fur die Reinigung des Rezeptors in zukiinftigen Experimenten ware eine Reinigungsstrategie
mit Kombination aus IMAC und einer anschliefenden Affinitatschromatographie, wie z.B.
Alprenolol-Sepharose-Matrix oder monomere Avidin-Sdule vorstellbar. Dazu sollte die
Uberproduktion mit einem anderen Rezeptorkonstrukt, wie z.B. Hisp,ARBio optimiert
werden. Die Kombination von EDTA und DTT sollte zur Auflésung von Aggregation nach
der Ni**-NTA-Saule eingesetzt werden. AuRerdem sollten weitere Proteaseinhibitoren getestet
werden, um die proteolytische Spaltung des Rezeptors vollstandig zu blockieren.

Durch die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse sollte es in Zukunft moglich sein, den .-
adrenergen Rezeptor in Suspensionskultur im groflen Malistab zu produzieren. Mit

geniigendem Rezeptor kdnnte eine effektive Reinigung fur 3D-Kristallisation erreicht werden.
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Anhang

Table A.1: SFV-based expression of membrane protein (Kenneth Lundstrom, 2003)

Membrane protein Host cell Function Expression level Ref.
Transferrin receptor BHK single transmembrane 5-10% of membrane protein [Liljestrom/Garoff, 1991]
Serotonin 5-HT3 receptor BHK, CHO, neurons ligand-gated ion channel 60 pmol/mg; 2 mg/l [Werner et al., 1994 ;

Lundstrom et al., 1997]
Purinoreceptor P2X1, 2, 4 BHK, CHO ligand-gated ion channel 70-150 pmol/mg [Michel et al., 1996]
Adenosine Al, A2a, A2b, A3 BHK, CHO GPCR 20-50 pmol/mg; 2 mg/I [Lundstrom, unpublished

1 pmol/mg results; Patel et al., 1997]

Adrenergic alb, a2b, 2 BHK, COS GPCR 40-200 pmol/mg; 5 mg/I [Bjorklof et al., 2002]
Cannabinoid R1 BHK, CHO GPCR 20 pmol/mg [Lundstrom, unpubl. results]
Chemokine CCK-1, CCK-2 BHK GPCR 300,000 receptors/cell [Lundstrom, unpubl. results]
Dopamine D2, 3, 4 BHK, CHO, HOS GPCR 20-50 pmol/mg [Lundstrom et al., 1998]
Endothelin A, B BHK, COS GPCR 20 pmol/mg [Cramer et al., 2001]
GalaninR1, 2, 3 BHK, CHO GPCR 20-50 pmol/mg [Lundstrom, unpubl. results]
Histamine receptor H1, 2 CHO, COs GPCR 50-100 pmol/mg [Hoffmann et al., 2001]
Interleukin IL8A, B BHK GPCR 120,000 receptors/cell [Lundstrom, unpubl. results]
Metabotropic mGIluR1 BHK, CHO, neurons GPCR 120 pmol/mg; 3-6 mg/I [Lundstrom, unpubl. results;
2,3,4,8 9-20 pmol/mg Schweitzer et al., 2000;

Malherbe et al., 1999]
Neurokinin receptor 1, 2 BHK, CHO, HOS GPCR 40-100 pmol/mg; 10 mg/I [Lundstrom et al., 1994; 1995]
Olfactory receptor BHK, HEK293, OLF442 GPCR 10-20 % of membrane protein  [Monasstyrskaia et al., 1999]
Opioid receptor 9, «, u BHK, CHO, HEK293, C6 GPCR 20-50 pmol/mg; 1-3 mg/I [Lundstrom et al., 1998]
Prostaglandin E2ep4 BHK, CHO GPCR 3 pmol/mg [Marshall et al., 1997]
Serotonin 5-HT1, 6, 7 BHK, CHO, HEK?293 GPCR 20-50 pmol/mg; 1-3 mg/I [Simmen et al., 2001]
Dopamine transporter BHK transporter [*H] dopamine uptake only [Lenhard et al., 1998]

Cyclooxygenase 1, 2
Catechol-o-methyltransferase
Presinilin 1, 2

APP

GABA receptor

Potassium channel Ky 1.1, 1.2
Yeast syntaxin Sso2p

G proteins: Gag, GB2, Gy2

BHK, CHO

BHK, Neurons
BHK, neurons

BHK, CHO, neurons
BHK, neurons

CHO

BHK

BHK, COS

membrane-associated
membrane-bound
transmembrane protein
amyloid precursor protein
heteromeric channel
octomeric channel
membrane insertion
membrane-associated

4000 pg PGE,/ug micros. prot.

10-20 % of total protein
localization studies only
20 % of total protein
0,5-2 pmol/mg
functional studies only
localization studies only

functional coupling to GPCRs

[Blasey et al., 1997]
[Ulmanen et al., 1997]
[Cook et al., 1996]
[Simons et al., 1995]
[Gorrie et al., 1997]
[Shamotienko et al., 1999]
[Jantti et al., 1994]
[Scheer et al., 1999]




