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Vorwort

Eines der fundamentalsten Konzepte der modernen Biologie ist jenes der Rezeptoren. Sie
stellen eine wichtige biochemische Komponente zwischen der Bindung von Molekiilen und
einer charakteristischen Zellreaktion auf diese Bindung dar.

Rezeptoren fiir die Vermittlung der Wirkung biologisch aktiver Substanzen faszinieren die
Biologen seit mehr als einhundert Jahren. Zahlreiche physiologische Prozesse wiren ohne die
Interaktion dieser Substanzen mit ihren entsprechenden Rezeptoren nur stark eingeschrénkt,
oder iiberhaupt nicht moglich. Hierzu zdhlen solch wichtige Funktionen wie die synaptische
Signalweiterleitung, die hormonelle Kontrolle lebenswichtiger Funktionen, und nicht zuletzt
die Wahrnehmung der Umwelt in Form von Licht-, Geschmacks-, Geruchs-, und
Schmerzreizen. Ebenso ist auch der therapeutische Effekt zahlreicher Medikamente auf die
Rezeptorinteraktion zuriickzufithren. Diese Auflistung ldsst sich beliebig erweitern, und
reflektiert eindrucksvoll die Vielfalt aber gleichzeitig auch die Komplexitit der biologischen
Prozesse, bei denen diese Rezeptoren eine bedeutende Rolle iibernehmen.

Eine umfassende und in der vorliegenden Arbeit behandelte Rezeptorklasse ist die der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Pierce et al., 2002). Die Neurobiologie verwendet
fiir diese Rezeptorenklasse die Bezeichnung metabotrope Rezeptoren, um sie eindeutig von
einem anderen Rezeptorentyp, den ionotropen Rezeptoren (ligandengesteuerte Ionenkanéle)
abzugrenzen. Diese Rezeptoren sind &duBlerst vielféltig hinsichtlich ihrer Topologie und
Funktion, aber alle weisen als gemeinsames Merkmal sieben die Zellmembran
durchspannende Dominen auf. Die gemeinsamen Doménen sind evolutiondr hochkonserviert
und erfiillen wichtige Funktionen in der Signalweiterleitung. Diese setzt sich intrazelluldr
allgemein durch die Bindung eines trimeren G- Proteins fort, und verhalf so der
Rezeptorklasse zu ihrem Namen. Diese Rezeptoren finden sich in fast allen Lebewesen. So
sind sie nicht nur in Wirbeltieren und Wirbellosen vertreten, sondern man findet sie auch in
Protozoen, Pflanzen und Archaebakterien. Im genetischen Programm des Menschen sind
bisher cirka 1000 Gene entschliisselt, die fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren codieren
(Fredriksson et al., 2003). Mehr als die Hélfte dieser Rezeptoren werden hier den
olfaktorischen Rezeptoren zugeordnet, wobei fiir einige G-Protein gekoppelte Rezeptoren
jedoch bisher weder die Funktion noch der endogene Bindungspartner bekannt ist. Diese
Rezeptoren bezeichnet man als sogenannte Orphan-GPCRs.

Die hohe Anzahl von tiber 30.000 publizierten Arbeiten unter dem Stichwort Rezeptoren ist
sowohl Ausdruck fiir die Aktualitit als auch fiir die Anziehungskraft die dieses

Forschungsgebiet auf die Wissenschaft austibt.



Grundlegende Gedanken und Ideen iiber die Bindung von Substanzen an die Oberfldche von
Zellen entwickelte man bereits vor {iber 100 Jahren. Diese beruhten auf Beobachtungen, dass
Zellen auf eine groBe Anzahl verschiedener Stoffe mit einer spezifischen und sensitiven
Antwort reagieren.

Die erste wirkliche moderne Vorstellung eines Rezeptors beschreibt Paul Ehrlich in seiner
»Seitenkettentheorie® der Immunantwort. In dieser Theorie postuliert er die Existenz von
Seitenketten™ an der Zelloberflache, die bestimmte Abschnitte von Wirkstoffen erkennen
und diese dadurch binden. Sein héufig zitierter Satz “Corpora non agunt nisi fixata“
(Substanzen zeigen keine Wirkung wenn sie nicht gebunden sind) fasst kurz die Basis der
Rezeptorbiologie zusammen (Erhlich, 1913).

Die physiologisch pharmakologischen Analysen zur neuromuskuldren Signaliibertragung am
Skelettmuskel durch Langley und Dale zu Beginn des 20-Jahrhunderts verhalfen der
Rezeptoridee zu weiterer Popularitit. Bemerkenswert hierbei war, dass sie diese
Untersuchungen bereits an den beiden wichtigsten Gruppen der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (Adrenorezeptor und muskarinischer Acethylcholinrezeptor) und den
Ionenkanalrezeptoren (Nikotinacethylcholinrezeptor) durchfiihrten (Dale, 1906; Langley,
1901; Langley, 1909a; Langley, 1909b).

Zwischen 1920 und 1970 entwickelten bedeutende Pharmakologen wie Ariens, Stephenson,
Black und Furchgott diese friilhen Konzepte zur klassischen Rezeptortheorie weiter, und
schufen so die grundlegenden Methoden und den Formalismus zur quantitativen Analyse der
Rezeptorwirkung (Furchgott, 1967; Furchgott, 1970).

Die Entwicklung zwischen 1960 und 1970 bestimmten Biochemiker wie Sutherland, Krebs
und Rodbell. Sie studierten eingehend die molekulare Basis der Hormon- und Drogenwirkung
und ebneten mit ihren Pionierarbeiten den Weg fiir das Verstidndnis der Signaliibertragung
durch Rezeptoren. Sutherland fand den Second Messenger c-AMP und das Enzym
Adenylatcyklase, sein Kollege Krebs entdeckte die c-AMP abhdngige Protein Kinase
(Sutherland, 1971). Im Jahre 1971 schlug Rodbell die Existenz eines Guanin Nucleotid
Regulatorischen Proteins als Informationsiibertriger zwischen Hormonrezeptor und
Adenylatcyklase vor (Birnbaumer et al., 1969; Birnbaumer et al., 1971; Birnbaumer and
Rodbell, 1969; Rodbell et al., 1971). Jahre spéter isolierte Gilman dieses Protein und nannte
es Gs. (Gilman, 1987; Ross and Gilman, 1977).

Trotz dieser umfangreichen physiologischen und biochemischen Arbeiten wurde die Existenz
von Rezeptoren zu Beginn der siebziger Jahre noch immer kontrovers diskutiert. Erst die

Entwicklung neuer Methoden und Techniken zur Isolierung, Reinigung und Rekonstitution



von Rezeptoren sowie der Nachweis der Ligandenbindung durch radioaktive Bindungsassays
verhalfen der Rezeptortheorie endgiiltig zum Durchbruch. Diese neuartigen Methoden
ermOglichten so erstmals die Isolation und Anreicherung einzelner Rezeptoren aus der
Zellmembran und schufen so die Voraussetzung fiir die Untersuchung auf molekularer Ebene.
Konzentriert ~ wurden  diese  Arbeiten auf drei ~ Modellrezeptoren, den
Nikotinacetylcholinrezeptor, den B,-Adrenogenergen Rezeptor und Rhodopsin (Devillers-
Thiery et al., 1993; Stryer, 1986; Stryer and Bourne, 1986). Ein wesentlicher Meilenstein in
der Rezeptorforschung, der auch den Weg fiir die Entwicklung der B-Blocker bereitete, war
die funktionelle Beschreibung von a-und B-Rezeptoren durch die Chemiker Ahlquist und
Black (Black, 1989). Mit Einfiihrung der B-Blocker in die therapeutische Praxis bekamen die
Mediziner ein wirksames Medikament zur Behandlung kardiovaskuldrer Erkrankungen, und
es gelang so die Mortalititsrate bei Eintritt eines Herzinfarktes entscheidend zu senken.

Die Arbeiten der vergangenen dreiflig Jahre entwickelten die einstmals abstrakte Idee der
Rezeptoren zu einem umfassenden und eigensténdigen physiologischen System mit konkreten
Strukturen, Mechanismen und Regularien.

Viele Fragen zu elementaren Funktionsmechanismen, Strukturen und Wirkungen sind trotz
intensiver Forschung noch weitgehend unbeantwortet und deren Losung wird auch noch

kiinftige Generationen von Biologen herausfordern.
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I. Einleitung

I.1. Rhodopsin, ein Modell fir G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs)

Rhodopsin ist das Sehpigment in den Stdbchenzellen der Sdugetierretina und dient dem Sehen
bei Dammerlicht. Es ist weiterhin Namensgeber der grofiten von drei GPCR Familien, der
Familie der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren, die mehr als 90 % aller GPCRs umfasst
(Gether, 2000; Pierce et al., 2002; Rana and Insel, 2002). Durch umfassende Arbeiten seit der
Klonierung von Rhodopsin im Jahr 1983 (Nathans and Hogness, 1983) konnten viele fiir
GPCRs grundlegende Prinzipien aufgekldrt werden. Dies war nicht zuletzt deshalb mdéglich,
weil Rhodopsin zu etwa 90 % in der Diskmembran des Stabchenauflensegmentes enthalten

ist, und Methoden zur Reinigung grof3er Mengen an funktionellem Protein entwickelt wurden.

11-cis-
Retinal
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R*-Kinase
ATP

1. Rhodopsin-Zyklus 2. Transducin-Zyklus 3. PDE-Zyklus

Abbildung 1:  Aktivierungskaskade des Rhodopsins nach Lichtaktivierung. Nach erfolgter Aktivierung
des Rhodopsins [R’] durch Photonen bindet dieses an das Transducin [T] und startet so die Signalkaskade. Die
Abschaltung der Kaskade erfolgt durch Phosphorylierung des aktiven Rhodopsins [R"] am C Terminus. Dies
bewirkt die Bindung des Proteins Arrestin [A], was dann zur Abschaltung fiihrt. Nach dem Austausch des all-
trans- gegen ein 11-cis-Retinal kann das Rhodopsin wieder auf die Photonen reagieren. Wenn aktives Rhodopsin
[R"] an Transducin bindet, wird GDP gegen GTP ausgetauscht, und das Protein dissoziiert in eine o-GTP
Untereinheit und einen Py-Komplex. Die a-GTP Untereinheit bindet an die inhibitorische Untereinheit [I] der
Phosphodiesterase [PDE]. Durch die Spaltung des GTP inaktiviert sich die a-Untereinheit, und kann so den By-
Komplex wieder binden und erneut aktiviert werden. Nach erfolgter Entfernung der inhibitorischen Untereinheit
[1] ist die Phosphodiesterase [PDE] aktiv und hydrolysiert cGMP. Ein Absinken der Konzentration von a-GTP
fiihrt zur Aktivierung der inhibitorischen Untereinheit [I] und diese hemmt die Aktivitdt der Phosphodiesterase
[PDE].
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Uber das G-Protein der Stibchenzelle, das Transducin, wird Rhodopsin als Effektor an eine
cGMP spezifische Phosphodiesterase, gekoppelt und kann so den Spiegel des second
messenger cGMP senken. Dies fiihrt zur Hyperpolarisation der Plasmamembran durch
SchlieBung cGMP- abhingiger Kationenkanile und somit zur Umwandlung eines Lichtsignals
in ein elektrisches Signal.

Als Sehpigment besteht Rhodopsin aus einem Apoprotein (Opsin) und einem Chromophor,
der lichtempfindlichen Gruppe Retinal. Dieses Aldehyd-Derivat des Vitamin A ist im
Grundzustand des Rhodopsins in der 11-cis-Konformation kovalent als inverser Agonist
gebunden (Ernst and Bartl, 2002). Absorbiert Rhodopsin ein Photon, so isomerisiert das
Retinal in die agonistische all-trans-Konformation und leitet damit die Aktivierung des
Rhodopsins ein, die in wenigen Millisekunden zu einer aktiven Rezeptorkonformation fiihrt.
Die Entstehung der aktiven Konformation ist mit dem Durchlaufen verschiedener fotoaktiver

Stadien verbunden, die charakteristische spektrale Absorptionseigenschaften zeigen.

Abbildung 2:  Stereobild der dreidimensionalen Struktur des Rhodopsins. Die helikalen Segmente des
Rhodopsins sind dunkelgrau gefarbt. Im Zentrum des Molekiils befindet sich das schwarz eingefirbte Retinal.
Am oberen Ende der Abbildung ist der extrazellulire N-terminale Abschnitt des Rhodopsins mit dem
entsprechenden Glykosylierungsmuster anhand der ball and stick Darstellung gezeigt. Alle helikalen Bereiche
sind mit romischen Ziffern gekennzeichnet. Die Loopregionen El, E2 und E3 sind extrazelluldr lokalisiert,
wihrend sich die Loopregionen C1, C2 und C3 intrazelluldr befinden. (Stenkamp et al, 2005)

Dies erlaubt vielfaltige spektroskopische Untersuchungen (Bartl et al., 2000; Fahmy et al.,
1995; Shichida and Imai, 1998; Szundi et al., 1998), bis hin zu EPR-, NMR- und

Fluoreszenzdepolarisationsmessungen, die Informationen iiber die Proteindynamik im
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dunkeladaptierten- und lichtaktiven Zustand liefern (Altenbach et al., 2001; Columbus and
Hubbell, 2002; Klein-Seetharaman, 2002; Mielke et al., 2002). Die Moglichkeit der
Signaltransduktion durch Licht erleichtert im Gegensatz zu anderen GPCRs Untersuchungen
zum Aktivierungsmechanismus.

Vor einigen Jahren konnte auch die Kristallstruktur des Grundzustandes von inaktiven
Rhodopsins geldst werden (Okada et al., 2002; Palczewski et al., 2000; Teller et al., 2001).
Dies stellt einen entscheidenden Durchbruch in der GPCR Forschung dar, da sie bislang die
einzige bekannte Struktur eines GPCR ist, und so die Modellierung anderer GPCRs mit
einigen Einschrankungen erlaubt (Klabunde and Hessler, 2002).

Am Rhodopsin wurden bereits zuvor wichtige und wegweisende Meilensteine der GPCR-
Forschung erreicht. Hierzu zihlen die Bestimmung der Primérstruktur (Hargrave et al., 1983),
der Einsatz des ersten synthetischen GPCR Gens, die Herstellung rekombinanter Zelllinien
zur Expression groBer Rezeptormengen (Reeves et al., 1996) und die Detektion von
Konformationsédnderungen bei der Aktivierung (Farrens et al., 1996). Auch konnte mit
Transducin, dem an das Rhodopsin koppelnden G-Protein, die erste Kristallstruktur eines G-

Proteins gelost werden. (Lambright et al., 1996; Noel et al., 1993).

.2. Die molekulare Struktur G-Protein gekoppelter Rezeptoren und
deren Klassifizierung

Der strukturelle Aufbau G-Protein gekoppelter Rezeptoren ist evolutiondr hochkonserviert,
und umfasst eine glykosylierte N-terminale Proteindoméne variabler Lange, sieben helikale
Transmembrandominen, drei extrazelluldre Loopregionen, drei intrazelluldre Loopregionen
und eine intrazelluldre C-terminale Proteindomine. Ein weiterer intrazelluldrer Loop kann bei
der Palmitoylierung eines Cysteins der C-terminalen Proteindomine ausgebildet werden. Dies
ist beispielsweise fiir die wichtige Rezeptorklasse der a- und - adrenergen Rezeptoren
beschrieben (Kennedy and Limbird, 1993).

Die Anzahl der Aminosduren und somit das Molekulargewicht ist sehr heterogen, und reicht
von sehr kleinen Rezeptoren mit weniger als 300 Aminosduren bis hin zu Rezeptoren mit
mehr als 3000 Aminosduren. Diese Variabilitit ist vorwiegend auf die unterschiedliche Grof3e
der N-terminalen Dominen und einzelner Loopregionen zuriickzufiihren. Die extrazelluldren
Bereiche der G-Protein gekoppelten Rezeptoren, sowie Teile der Transmembrandoménen sind
an der Wechselwirkung mit dem Liganden beteiligt. Die intrazelluliren Bereiche erkennen
und aktivieren selektiv die G-Proteine und triggern so das eingehende Signal (Strader et al.,

1995; Wess et al., 1997).
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Im Jahre 2000 gelang die Aufklarung der bisher einzigen Struktur eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors im atomaren Maf3stab. Anhand dieser Struktur des Fotorezeptors
Rhodopsin konnte die vorhergesagte Anzahl von sieben Transmembranhelices und deren
Orientierung bestitigt werden (Farrens et al., 1996). So zeigt sich, dass die helikalen Bereiche
nicht alle senkrecht in die Membran eingelagert sind, sondern die Neigungswinkel in Bezug
auf die Membran recht unterschiedlich sind. Aus dieser Anordnung resultiert ein
dichtgepackter Kernbereich, der =zusdtzlich durch die Ausbildung von Salz- und
Wasserstoftbriicken stabilisiert wird. Mdglicherweise dient dieser stabilisierte Bereich als
Bindungstasche fiir den Liganden oder von einzelnen Ligandendoménen (Grossmann et al.,
1998). Obwohl die helikalen Transmembranbereiche Cysteinseitenketten aufweisen, konnte

man bisher noch keine intramolekularen Disulfidbriicken identifizieren.

Abbildung 3:  Schematischer Aufbau G-Protein gekoppelter Rezeptoren. Die linke Seite der Abbildung
zeigt schematisch die Rezeptoren der Klasse B und C mit ihren Unterschieden in den N- und C- terminalen
Proteindoménen. Deutlich zu sehen ist die hohe Variabilitit in diesen beiden Rezeptorregionen und das
Auftreten eines Disulfidbriickenmusters bei Rezeptoren der Klasse B. Die rechte Seite der Abbildung zeigt die
zweidimensionale Projektion eines G-Protein gekoppelten Rezeptors. Zu sehen sind die N- und C- terminale
Proteindomine, die drei extrazelluliren Loopregionen (E2-E4), die sieben helikalen Transmembranbereiche
sowie die drei intrazelluldren Loopregionen (11-13).

In den beiden extrazelluldren Loopregionen 1 und 2 sind zwei hochkonservierte Cysteine
lokalisiert, die zumindest bei Rhodopsin, dem TSH-Releasing-Hormon Rezeptor, dem
Thromboxanrezeptor und dem Gonadotropin-Releasing-Hormon Rezeptor iiber eine

Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Karnik et al., 1988).
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Diese Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass in den meisten G-Protein gekoppelten
Rezeptoren diese Disulfidbriicke konserviert ist, und wahrscheinlich eine konformationelle
Restriktion auf diese Rezeptoren ausiibt. Allerdings gibt es auch hier Ausnahmen, wie die
peripheren Cannabinoidrezeptoren, denen diese Cysteinreste fehlen. Weitere Disulfidbriicken
finden sich bei vielen G-Protein gekoppelten Rezeptoren im Bereich der N-terminalen
Rezeptordoménen (Munro et al., 1993).

Anfang der 1990er Jahre erfolgte die erste systematische Klassifizierung G-Protein
gekoppelter Rezeptoren anhand von funktionellen Eigenschaften. Dieses System unterteilte
diese Rezeptoren in sechs Gruppen, die jeweils mit den Buchstaben A bis F bezeichnet
werden. So gehoren zur Gruppe A alle Rezeptoren, die mit dem Rhodopsin verwandt sind,
Gruppe B erfasst die Glycoproteinrezeptoren und die Gruppe C enthédlt die metabotropen
Glutamatrezeptoren. Die beiden folgenden Gruppen D und E erfassen diejenigen Rezeptoren,
die nicht in Wirbeltieren vorkommen. Zu ihnen zdhlen beispielsweise die
Pheromonrezeptoren aus Hefen und die cAMP Rezeptoren aus Nematoden. Eine klare
Abgrenzung gibt es zur Gruppe F. Zu dieser Gruppe gehoren die archaebakteriellen
Rhodopsine, die zu keiner Bindung von G-Proteinen féhig sind. In den vergangenen Jahren
musste dieses System aufgrund der Entdeckung einer Vielzahl neuer G-Protein gekoppelter
Rezeptoren erweitert werden. So erhielten die pflanzlichen Rezeptoren (MLO Rezeptoren),
die Pheromonrezeptoren der Insekten, die Chemorezeptoren der Nematoden und die
Frizzeled/Smoothened- Rezeptoren der hoheren Tiere eigene neue Gruppen (Beck-Sickinger,
1996; Kolakowski, 1994).

Ein zweites und neueres System zur Klassifizierung beruht auf phylogenetischen
Untersuchungen. Dieses Klassifizierungssystem unterteilt die Rezeptoren in fiinf
Hauptgruppen, die Glutamat-, die Rhodopsin-, die Adhésions-, die Frizzled/Taste- und die
Sekretingruppe. Zur Glutamatgruppe zihlt man unter anderem auch die metabotropen
Glutamatrezeptoren, die eine wichtige Rolle in der synaptischen Signalweiterleitung spielen,
sowie einige Geschmacksrezeptoren (Taste 1). Dominierendes und gemeinsames Merkmal
dieser Rezeptoren ist eine ausgeprigte extrazelluldre Ligandenbindungsdoméne. Die mit
Abstand grofite Gruppe ist die der Rhodopsindhnlichen Rezeptoren. Dieser Gruppe werden
nahezu 90% aller G-Protein gekoppelten Rezeptoren zugeordnet. Sowohl die Mehrheit aller
Hormon- und Neurotransmitterrezeptoren, als auch die olfaktorischen Rezeptoren gehéren zu
dieser Klasse. Charakteristisch fiir die Struktur dieser Rezeptoren ist die relativ kleine N-

terminale Ligandenbindungsdoméne. Eine Ausnahme hiervon bilden lediglich einige
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Peptidrezeptoren. Merkmal der Adhésionsrezeptoren sind sehr lange N-terminale

Adhisionssequenzen, die bis zu 2800 Aminoséduren lang sind.

A B
Family 1
Retinal ——— Rhodopsin
Odorants — LH-hCG
Catechgtamines Thrombin
Adenosine —| " .
ATP, Opiates Angiotensin Family 1
Enkephalins Adenosine (Ag)
Anandamide <| Adrenergic (B2)
Serotonin (5-HT4g)
Peptides
Cytokines -
lls PTH
Formyl Met-Leu-Phe "
fMLP-peptide Searetin
PAF-acether VIP Family 2
Thrombin PACAP
- Glucagon
— CRF
cAR4
¢ Glycoproteins |
N hormones cAR3 ':::AMir
£ (LM, TSH, FSH) —— cAR2 ey
cAR1
mGluR4
Calcitonin
a-latrotoxin mGluR2
Secretine mGluR1
PTH ++
o 3; Family 3
PACAP L
GnRH GgVNz
CRF GoVN4
ABAg (R1
Family 3 Qo0
VNy
Glutamate VNe
~ [y (metabotropic)
caAA
Si th-H
VL[ homorsma sshe
Pheromones & Family 5
U (VR, GgVN) Frizzled-Hum v
Frizzled-Dro
COOH sy,

0.047

Abbildung 4:  Klassifizierung und Vielfalt G-Protein gekoppelter Rezeptoren. Die Abbildung A zeigt die
drei wichtigen Klassen G-Protein gekoppelter Rezeptoren anhand von funktionellen Eigenschaften. Die
Abbildung B orientiert sich am phylogenetischen System der Klassifizierung. Beide Klassifizierungssysteme
sind hier tiberlagernd dargestellt. Die Familie 1 umfasst die grofte Gruppe GPCRs mit den olfaktorischen
Rezeptoren. Die Gruppe la enthdlt Rezeptoren fiir kleine Liganden, deren Bindung innerhalb der sieben
Transmembranbereiche erfolgt. Die Gruppe 1b klassifiziert Rezeptoren, deren Peptidliganden innerhalb der N-
terminalen Doméne und an den extrazelluldren Loopregionen binden. Glykoproteinhormonrezeptoren erfasst die
Gruppe lc. Die Bindung dieser Hormone erfolgt an eine grofle extrazellulire Doméne. Die Rezeptoren der
Familie 2 zeigen eine dhnliche Morphologie wie die Rezeptoren der Gruppe lc, allerdings sind die Liganden
groBBe Peptidhormone. Die Familie 3 umfasst die metabotropen Glutamatrezeptoren, sowie einige an das G-
Protein G, bindende Pheromonrezeptoren. Familie 4 klassifiziert die Pheromonrezeptoren, die an das G-Protein
G; binden. Alle Rezeptoren, die an der embryonalen Entwicklung und an der Zellsegmentierung (Frizzled und
Smoothended Smo Rezeptoren) beteiligt sind, werden der Familie 5 zugeordnet. cAMP Rezeptoren wurden nur
in Nemathoden gefunden, fiir Vertebraten sind sie bisher nicht beschrieben. (Bockaert et al, 1999)

Eine heterogene Gruppe sind die Frizzled/Taste Rezeptoren, die sowohl aus
Geschmacksrezeptoren (bitter, Taste 2) und aus Glycoproteinrezeptoren besteht.
Glycoproteinrezeptoren iibernehmen wichtige Kontroll- und Steuerfunktionen bei einer Reihe

von Zellprozessen. Zur Secretingruppe zihlen Rezeptoren fiir die Peptidhormone des Magen-
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und Darmtraktes (VIP- und Glukagonrezeptor) und des Kalziumstoffwechsels (Kalzitonin-
und Parathormonrezeptor). Diese Rezeptoren besitzen ebenfalls eine ausgepragte N- terminale

Hormonbindungsdoméne (Fredriksson et al., 2003).

1.3. Die Ligandenbindung und der Mechanismus der Signalweiterleitung
in das Cytoplasma

Die Ligandenbindung und die damit verbundene Aktivierung des G-Protein gekoppelten
Rezeptors ist ein mehrstufiger Prozess, der die eigentliche Ligandenbindung, die
Konformationsdnderung des Rezeptors und die Bindung und Aktivierung eines G-Proteins
einschliet. Abhdngig von der Art des Liganden, sind an dessen Bindung verschiedene
Rezeptorbereiche beteiligt. So konnen sowohl extrazelluldre, transmembrandre als auch
intrazelluldre Bereiche beteiligt sein. Kleine Molekiile wie zum Beispiel Glutamat oder
Kalziumionen binden ausschliefSlich an extrazellulire Doménen, wobei die hierdurch
ausgeloste Konformationsdnderung eine Signaliibertragung in die Zelle ermoglicht. Viele
Neurotransmitterrezeptoren arbeiten nach diesem Prinzip und besitzen bis zu 600
Aminoséuren lange extrazellulire Doménen (Bockaert and Pin, 1999). Es gibt aber auch sehr
kleine Liganden (z.B. Adrenalin, Histamin, Serotonin, Acethylcholin), deren Bindungsstelle
sich im Kernbereich der Transmembranhelices befindet (Gether and Kobilka, 1998; Kobilka
and Gether, 1998). Rhodopsin und die Opsinrezeptoren besitzen kovalent gebundene und in
den transmembrandren Bereichen lokalisierte Liganden, die eine Rezeptoraktivierung durch
Konformationsdnderung hervorrufen (Ernst and Bartl, 2002). Neuropeptide wie Vasopressin
und Oxytocin besetzen gleich mehrere transmembrandre und extrazellulire Domidnen
gleichzeitig, wiahrend grof8e Peptidhormone (Glukagon) primér an extrazellulire Doménen
binden (Gardella and Juppner, 2000). Die Bindung dieser Liganden und die sich
anschlieBende  Konformationsinderung folgen den physikalischen Gesetzen der
Thermodynamik, so dass diese Vorginge mathematisch beschrieben werden konnen. Fiir die
bei der Ligandenbindung ablaufenden Prozesse sind in der Literatur einige Modelle
beschrieben (Kenakin, 2001; Leff, 1995a; Leff, 1995b; Lefkowitz, 1993; Lefkowitz et al.,
1993). Diese Modelle beruhen auf einem durch Ligendenbindung induzierten allosterischen
Mechanismus', der eine Konformationsinderung des Rezeptors induziert. GemiB dieser
Vorstellung existieren Rezeptoren in mindestens zwei unterschiedlichen Zustinden R und R*,

die miteinander im Gleichgewicht stehen. R stellt dabei eine Rezeptorkonformation dar, die

'Der Allosterischer Effekt wird durch die beiden nachfolgende Prozesse beschrieben.

Allosterische Interaktion: beschreibt die Interaktion zwischen zwei topographisch unterschiedlichen
Bindungsregionen am selben Rezeptor

Allosterische Transition: beschreibt die Isomerisation des Rezeptors zwischen sich d&ndernden Konformationen
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keine G-Proteine aktivieren kann und deshalb inaktiv ist. R* bindet an G-Proteine und ist
aktiv. Solange keine Liganden gebunden sind, liegt das Gleichgewicht zwischen R und R* auf
der Seite der inaktiven Rezeptoren (Gleichgewichtskonstante K = [R]/[R*] >> 1). Dennoch
sind auch unter diesen Bedingungen einige Rezeptoren aktiv und sorgen fiir eine mef3bare
Basalaktivitit. Liganden besitzen nun unterschiedliche Affinititen zu den verschiedenen
Rezeptorkonformationen, die sich in unterschiedlichen Assoziationskonstanten K, und KA*

ausdricken.
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Abbildung 5:  Die Entwicklung der allosterischen Modelle fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Das
erste Modell beruhte auf der Annahme, dass nach dem Massenwirkungsgesetz die Bindung des Liganden (A) an
den Rezeptor (R) erfolgt. Dies lésst sich mittels der Gleichgewichtskonstante (K,)beschreiben und resultiert in
einer Antwort. Dies bildet die Grundlage fiir die Weiterentwicklung des Modells. Im Abschnitt A bindet der
Agonist an den Rezeptor und ruft dadurch eine Isomerisierung hervor, wobei das Signal am Rezeptor verbleibt
(links) oder weitergeleitet mit dem G-Protein interagiert (rechts). Im Abschnitt B kann der Rezeptor spontan in
den aktiven Zustand (R") isomerisieren (links), oder das G-Protein (G) binden, bzw. den allosterischen Ligand
(B). Die Gleichgewichtskonstanten K,, Ky, und K, miissen aufgrund der thermodynamischen Gesetze durch die
Kooperationsfaktoren o, y und 6 korrigiert werden. Abschnitt C zeigt das extended ternary complex model von
Samara et al in dem nur die aktive Rezeptorkonformation mit dem G-Protein interagiert (im Text beschrieben).
Abschnitt D zeigt das CTC Modell mit der G-Protein Bindung an die aktive Konformation des Rezeptors. Dieses
Modell ist identisch mit dem allosterischen two- state model von Hall (rechts). (Christopoulos et al, 2002)

Die Wirksamkeit eines Liganden besteht in der Féhigkeit desselben, das Gleichgewicht

zwischen beiden Konformationen zu verschieben. Liganden, die mit hoher Affinitit an R*
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binden, verschieben das Gleichgewicht zugunsten der aktiven Rezeptoren; sie werden als
Agonisten bezeichnet.

Bindet ein Ligand mit hoher Affinitdt an die inaktive Rezeptorkonformation und reduziert
damit den Anteil aktiver Rezeptoren, so wirkt er als inverser Agonist (Chidiac et al., 1994).
Inverse Agonisten zeichnen sich dadurch aus, dass sie die Rezeptorantwort unter das tibliche
Basallevel driicken. Liganden, die sowohl an R und R* binden und keinen Einflul auf das
Gleichgewicht zwischen beiden Konformationen ausiiben, werden als kompetitive Agonisten
bezeichnet. Bindet ein Ligand nur schwach an R* und verschiebt das Gleichgewicht nur sehr
wenig, wirkt er als partieller Agonist.

Das Modell der konformationellen Selektion wird durch eine Reihe experimenteller
Untersuchungen gestiitzt, die vor allem an konstitutiv-aktiven Rezeptormutanten durchgefiihrt
wurden (Lefkowitz et al., 1993; Lefkowitz and Premont, 1993; Schwartz and Rosenkilde,
1996; Spiegel, 1996). Es wird davon ausgegangen, daB der inaktive Rezeptor
konformationellen Einschrankungen unterliegt, die erst bei Aktivierung (oder spezifischer
Mutation) aufgehoben werden und dadurch eine Wechselwirkung zwischen G-Proteinen und
C-terminalem Rezeptorbereich zulassen (Gether et al., 1997a; Gether et al., 1997b; Kjelsberg
et al., 1992; Lefkowitz and Premont, 1993).

Obwohl viele bekannte Eigenschaften G-Protein gekoppelter Rezeptoren durch dieses Modell
beschrieben werden kénnen, deuten neuere experimentelle Befunde darauf hin, dass zukiinftig
noch komplexere Modelle aufgestellt werden miissen, um die Bindung zwischen Rezeptoren
und Liganden und die damit verbundenen Aktivierungsprozesse besser beschreiben zu kénnen
(Kenakin, 1997a; Kenakin, 1997b).

Fiir eine Reihe von G-Protein gekoppelten Rezeptoren wird eine Dimerisierung von
Rezeptormolekiilen als Voraussetzung sowohl fiir die Ligandenbindung als auch fiir die
Aktivierung des trimeren G-Proteins diskutiert (Terrillon et al., 2004). Mdglicherweise
fusionieren durch die Ausbildung von disulfidverbriickten Homodimeren die grofen
extrazellularen Bindungsdoménen dieser Rezeptoren zu einer bi-lobed ligand binding region
(LBR) (Kunishima et al., 2000). Diese Region besteht aus zwei Subdominen und einem
cysteinreichen Abschnitt, der die LBR mit der Transmembranregion verbindet. Die
Ligandenbindungsregion (LBR) des Rezeptors befindet sich entweder in der geschlossenen
oder in einer offenen Konformation. Die beiden ligandenfreien Subdominen der LBR weisen
entweder eine ,,0pen-open oder eine ,,closed-open* Konformation auf. Die ,,0pen-open‘
Konformation ist ein Ruhezustand, wiahrend der Wechsel in die ,,closed-open* Konformation

zur Bindung des Agonisten flihrt. Dies fiihrt zur Aktivierung des Rezeptors und damit zur
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Signalweiterleitung. Antagonisten hingegen stabilisieren die ,,0pen-open‘ Konformation, und

die Aktivierung des Rezeptors findet nicht statt (Galvez et al., 2001).

Open-open conformation Closed-open conformation

LB

LER

CR

7TTM

CT

Resting Active

Abbildung 6:  Die Kristallstruktur der Ligandenbindungsdomane des metabotropen Glutamatrezeptors
Dieser Rezeptor ist essentiell fiir die Entwicklung und Funktion des zentralen Nervensystems und er bildet ein
Homodimer. Der Rezeptor besitzt eine groBe extrazellulire Doméne und bildet als Homodimer eine
Ligandenbindungsregion (LBR), die durch eine cysteinreiche Region (CR) mit der Transmembranregion
verbunden ist. Die Kristallstruktur der LBR zeigt zwei Subdoménen (LB1 und LB2) und die linke Seite der
Abbildung zeigt die ligandenfreie Konformation, wéhrend rechts der natiirliche Agonist Glutamat gebunden ist.
Die LBR des Homodimers befindet sich entweder in der offenen oder in der geschlossenen Konformation. Das
ligandenfreie Dimer ist entweder in der ,,open-open‘ oder in der ,,closed-open* aktiven Konformation. Die
Bindung des Agonisten stabilisiert die ,,closed-open* Konformation und fiihrt zu einem Orientierungswechsel
der Subdoméen. Dieser Wechsel der Orientierung ist mit der Aktivierung des Rezeptors gekoppelt. (Moepps et
al 2003)

Durch die Entwicklung neuer Technologien und Methoden wird der dynamische Prozess der
Ligandenbindung an die verschiedenen Rezeptoren immer genauer und besser verstanden. So
ermOglicht das Verfahren des Fluoreszens-Resonanz-Energietransfers bereits Aussagen iiber
den Ablauf der Ligandenbindung an lebenden rezeptorexpremiernden Zellen (Vilardaga et al.,

2003).
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1.4. G-Proteine, intrazellularen Signalkaskaden und die Regulation der
Rezeptorfunktion

Aktivierte G-Proteine sind fiir die Weiterleitung und Verstirkung des durch die
Ligandenbindung ausgeldsten Signals in das Zellinnere verantwortlich. Hierzu bindet die
intrazellulire Domine des inaktiven Rezeptors ein aus drei Untereinheiten (o, B und vy
Untereinheit) bestehendes G-Protein, von denen mehrere Isoformen existieren (Klein et al.,
2000; Nobles et al., 2005). Die einzelnen Rezeptoren zeigen hierbei eine Selektivitit fiir ein

oder mehrere G-Protein Isoformen (Hamm, 1998).
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Abbildung 7:  Der G-Protein Aktivierungszyklus ausgeldst durch die Aktivierung eines GPCR. Die
Weiterleitung des extrazelluldren Signals erfolgt durch die Bindung und Aktivierung eines heterotrimeren G-
Proteins an den Rezeptor. Die Bindung des G-Proteins findet bereits am nichtaktiven Rezeptor statt (1).Die
Aktivierung beginnt mit der Ligandenbindung und endet im Austausch von GDP gegen GTP (2 bis 4). Dieser
Austausch ermoglicht die Abspaltung der a Untereinheit und die Aktivierung nachgeschalteter Enzyme (5). Das
gebundene GTP wird hydrolysiert und die Assemblierung der Untereinheiten erfolgt erneut (6). Das G-Protein
steht nun fiir die erneute Signalweiterleitung wieder zur Verfiigung.

Bindet nun der Ligand an die entsprechenden extrazelluldren Doménen, so kommt es vielfach
zur Auflosung einer Salzbriicke zwischen der dritten und siebenten Transmembranhelix. Die
erhohte Flexibilitit des Rezeptors fiihrt zu einer Konformationsédnderung, die gleichzeitig
einen GTP-Austausch (GTP-exchange factor) des Rezeptors induziert (Marullo et al., 1990;
Yeagle and Albert, 2007; Yeagle et al., 2007). Diese Aktivitit fiihrt zum Austausch des an die

a-Untereinheit des G-Proteins gebundenen GDPs durch GTP. Dieser Austausch destabilisiert
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den Komplex aus a-, B- und y-Untereinheit und die a-Untereinheit trennt sich von der Py-
Untereinheit. Die jetzt aktiven G-Proteine konnen nun das exogene Signal der
Ligandenbindung in das Zellinnere weiterleiten. Je nach Untereinheit werden weitere zell-
oder membranstindige Proteine aktiviert oder deaktiviert (Tsunoda et al., 1997). Als wichtige
nachgeschaltete Proteine seinen hier die Adenylatcyclase (Bek et al., 2001), die durch die Gog
Untereinheit aktiviert wird, und die Phosopholipase C (Booden et al., 2002; Hashim et al.,
2006; Smrcka et al., 1991), deren Aktivierung durch Gog erfolgt, genannt. Beide Enzyme sind
an der Bildung von Second Messengern beteiligt. Diese Second Messenger nehmen eine
Schliisselposition in der Signalkaskade ein, da durch deren Bildung eine Signalverstirkung
ermdglicht wird. Nach einiger Zeit bewirkt die intrinsische GTPase-Aktivitit der o-
Untereinheit des G-Proteins in Kombination mit GTPase-aktivierenden Proteinen (GAP) eine
Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP (de Vries et al., 2000; Ross and Wilkie, 2000).
Somit kann die a-Untereinheit wieder mit der PBy-Untereinheit fusionieren und erneut als
heterotrimeres G-Protein an einen Rezeptor binden (Malbon, 2004).

Neben der Aktivierung eines G-Proteins konnen G-Protein gekoppelte Rezeptoren auch
alternative Wege flir die Signalweiterleitung nutzen. Zahlreiche Rezeptoren sind fahig,
sogenannte nichtklassische Signalmolekiile zu binden. Durch die Interaktion mit diesen
Molekiilen konnen diese Rezeptoren alternative Signalwege steuern. So interagiert
beispielsweise der metabotrope Glutamatrezeptor (m-GluR) mit dem HOMER Protein und
bestimmt dadurch seine Lokalisation in der postsynaptischen Membran (Ango et al., 2002;
Guhan and Lu, 2004). Der B, Rezeptor moduliert unabhidngig von G-Proteinen die Funktion
des Na'/H" Austauschers, und sorgt so auch fiir die Aufrechterhaltung des Zellpotentials (Hall
et al., 1998). Oft dienen diese alternativen Signalwege der Selbstregulation und Lokalisation
der Rezeptoren. Besonders die bereits oben beschriebene Interaktion mit dem HOMER
Protein, aber auch die Bindung von Arrestin flihrt oft zur Regulation der Rezeptoraktivitit.
Diese regulierenden Prozesse sind fiir die Kommunikation und fiir das Uberleben der Zelle
von essentieller Bedeutung. Man unterscheidet hier zwei grundlegende Prozesse, die
einerseits zur Erhohung der Rezeptoranzahl in der Zellmembran fiihren (Up-Regulierung),
oder zur Entfernung funktionstiichtiger Rezeptoren beitragen (Down-Regulierung). Beide
Prozesse sind duflerst komplex und laufen in mehreren Stufen ab, wobei hier die Steuerung
auch indirekt {iber GPCRs erfolgen kann. Die Erhohung der Rezeptoranzahl nimmt ihren
Anfang in der Proteinbiosynthese am Endoplasmatischen Retikulum (Kleizen and Braakman,
2004; Williams et al., 2007). Der Transport zum Golgi-Apparat und von dort in Golgi-

Vesikeln zur Zellmembran wird wiederum durch verschiedene Proteine gesteuert.
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Abbildung 8:  Die Signalweiterleitung durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren. In lebenden Zellen findet
man G-Protein gekoppelte Rezeptoren als Monomere, Homodimere oder als Heterodimere. (A) Auf die
anhaltende Rezeptoraktivierung durch den gebundenen Agonisten folgt eine schnelle Reduktion der Antwort
durch Phosphorylierung oder durch Arrestinbindung an den phosphorylierten Rezeptor. Dies fiihrt zur
Internalisierung des Rezeptors, wobei an diesem Prozess weitere Proteine beteiligt sind. Der internalisierte
Rezeptor interagiert mit intrazelluldren Signalwegen, wobei spezifische Proteine den Rezeptor in intrazelluldren
Kompartimenten halten oder ihn markieren und so zur Plasmamembran transportieren. (B) Einige Beispiele fiir
Rezeptoraktivierte Signalwege. Nach der Rezeptoraktivierung und der damit gekoppelten G-Protein Aktivierung
binden Proteine der GTPase Superfamilie wie z.B. Rho, Ras, Tyrosinkinasen und MAP Kinasen und reagieren
als Signalintegratoren. (C,D) Die Interaktion von GPCR's mit ,,nichtklassischen* Bindungspartnern ist wichtig
fiir die Regulation der Rezeptorfunktion und fiir die korrekte zelluldre Lokalisation. Zum Beispiel induziert oder
verhindert die Bindung von HOMER 1 und HOMER 3 an den metabotroben Glutamatrezeptor die konstitutive
Aktivitdt dieses Rezeptors im Neuron. Rhodopsin reagiert als Rezeptor fiir cytoplasmatisches Dynein durch die
Bindung des Dynein light chain t-complex protein.

AC, adenylyl cyclase;Ag,Agonist; ARF,ADP-ribosylation factor;ARNO, ARF nucleotide binding site opener;
FAK, focal adhesion kinase; G, G protein; GRK,GPRC kinase; GIT, GRK-interacting protein; mGluR1a/5,
metabotropic glutamate receptor 1a/5; PAK, p21-activated kinase; PDZ, PSD-95/Dlg1/Z0O-1 domain-containing
protein; PIX, PAK-interacting guanine-nucleotide-exchange factor; PKC, protein kinase C; PKA, protein kinase
A; PLC, phospholipase C; PLA2, phospholipase A2; PLD, phospholipase D; PPD, phosphodiesterase;
RhoGEF,Rho guanitne exchange factor; RGS, regulator of G-protein signalling; Tctex1, t-complex testis-
expressed. (Moepps e al 2003)

So sind beispielsweise Chaperone und Rezeptoraktivitit modifiziernde Proteine in diese
Transportvorgénge involviert (Bermak and Zhou, 2001; Zerangue et al., 1999). Eine weitere
Moglichkeit der Regulation besteht in der Glykosylierung der Rezeptoren (van Koppen and
Nathanson, 1990). Die bei vielen Rezeptoren beobachtete und diskutierte Oligomerisierung
wird gleichfalls als eine wichtige Voraussetzung fiir einen Membrantransport erachtet. Durch
die Kopplung an HOMER Proteine, PSD-95, oder Spinophilin kdnnen in Vesikel verpackte
Rezeptoren in die Zellmembran eingebaut werden (Zhu et al., 2001). Nach einiger Zeit der

Rezeptoraktivierung, beobachtet man eine deutliche Abnahme der Rezeptorantwort. Diese
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Abnahme entsteht durch das ,,Abschalten” einiger Rezeptormolekiile aufgrund der
Phosphorylierung bestimmter C-terminaler Serin- oder Threoninreste durch Proteinkinasen.
Erfolgt diese Phosphorylierung durch Second Messenger aktivierbare Kinasen (cCAMP und
Proteinkinase A oder Diacylglycerin und Proteinkinase C) fiihrt dies oft zu einem negativen
Riickkopplungsmechanismus, da die Signaltransduktion aufgrund der geringeren Affinitét
zum G-Protein unterbrochen wird (Daaka et al., 1997a; Daaka et al., 1997b; Zaman et al.,
2002). Eine weiterere Moglichkeit der Phosphorylierung iiber G-Protein gekoppelte
Rezeptorkinasen ist ebenso moglich. Diese Kinasen haben mehrere Moglichkeiten der
Einflussnahme auf die Signalweiterleitung. Sie konnen beispielsweise mit allen drei
Untereinheiten des G-Proteins interagieren, und verhindern so dessen Interaktion mit dem
Rezeptor. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Wirkung als GTPase aktivierendes Protein,
wobei hier eine Beschleunigung der Hydrolyse von an der a-Untereinheit gebundenem GTP
zu GDP auftritt (de Vries et al., 2000; Ross and Wilkie, 2000). Eine dritte beschriebene
Funktion ist die als Serin/Threonin Kinase, die direkt den Rezeptor phosphoryliert. Durch die
Phosphorylierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren kommt es aufgrund der starken
negativen  elektrischen Ladung und der damit verbundenen -elektrostatischen
Wechselwirkungen zu einer Konformationidnderung des Rezeptors, welche die Affinitét und
somit die Stirke des Signals beeinflusst. Weiterhin ermdglicht diese Modifizierung die
Bindung von Arrestin an den Rezeptor, wobei hierdurch gleichzeitig die Bindung des G-
Proteins verhindert wird. Arrestine, besonders B-Arrestine fungieren als ,,Scaffold* Proteine
und vermitteln so die Bindung fiir eine Vielzahl weiterer Proteine, insbesonders die von MAP
Kinasen und Clathrin (Krupnick and Benovic, 1998; Pitcher et al., 1998a; Pitcher et al.,
1998b; Zhang et al., 1997). Die Reaktion mit Clathrin fiihrt zu einer Internalisierung des
Rezeptors in Membranvesikel (clathrin coated vesicles) (Gaidarov et al., 1999; Laporte et al.,
1999; Santini and Keen, 2002). Der internalisierte Rezeptor kann nachfolgend abgebaut oder
recycled werden und gelangt wieder an die Zelloberfliche. Eine Funktion als intrazellularer
Rezeptor ist ebenfalls moglich (Luttrell et al., 1999a; Luttrell et al., 1999b).

All diese Beispiele verdeutlichen die wichtige regulatorische Funktion der Phosphorylierung

auf die dem Rezeptor nachgeschaltete Signaliibertragung- und verarbeitung.
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I.5. Der humane Parathormonrezeptor, seine Liganden und Funktion

Humane Rezeptoren fiir die Peptidhormone Parathormon (PTH) und Parathormon-related
peptide (PTHrP) kommen hauptsdchlich und in hoher Anzahl im Knochengewebe und der
Niere vor. Sie sorgen in diesen Organen flir die Parathormon-abhidngige Regulierung des
Mineralstoffhaushalts. Dariiber hinaus vermittelt der Parathormon-Rezeptor (PTHR) die
parakrine Wirkung des PTHrP, das eine entscheidende Rolle im Prozess der endochondralen
Knochenbildung spielt (Mannstadt et al., 1999). Schon 1978 konnten Goltzman und
Mitarbeiter den PTHR als G-Protein gekoppelten Rezeptor identifizieren (Goltzman, 1978a;
Goltzman, 1978b).
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Abbildung 9:  Schematische Darstellung des humanen Parathormonrezeptors. Die Abbildung zeigt die
anhand von Computermodellen vorhergesagte Doménenstruktur. Die gezeigte Disulfidbriickenstruktur beruht
auf Experimenten mit N-terminalen Rezeptorfragmenten. Aminosduren fiir die Ausbildung eines
Glykosylierungsmusters sind mit gegabelten Symbolen unterlegt. Weitere wichtige Aminosduren sind farblich
unterlegt, wobei die Aminoséurepositionen fiir die Krankheitsbilder der Blomstrand chondrodysplacia (inaktiver
Rezeptor) und der Jansen chondrodysplacia (konstitutiv aktiver Rezeptor) mit griin und rot gekennzeichnet sind.

1995 wurde ein zweiter Subtyp des Parathormon-Rezeptors (PTHR2) entdeckt (Usdin et al.,
1995), der auf Parathormon, nicht aber auf PTHrP reagiert und dessen biologische Bedeutung

bislang unbekannt blieb. Beide Rezeptoren gehoren zur Familie B der G-Protein gekoppelten
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Rezeptoren und aktivieren mehrere intrazelluldre Signalkaskaden, darunter den lange
bekannten Signalweg iiber die Adenylatzyklase mit einem Anstieg des intrazelluliren cAMP
und den Phospholipase C Weg mit einer Bildung von Diacylglycerol, Inositolphosphaten und
einem Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Zusammen mit den Rezeptoren fiir
Calcitonin, Glucagon, Glucagon-like Peptide, Secretin, PACAP und anderen zeichnen sie sich
durch eine grofle N-terminale Doméane mit sechs konservierten Cysteinseitenketten aus.

Die Aktivierung des PTHR durch Bindung seiner Liganden scheint zwei Schritte zu
beinhalten, wobei in einem Schritt eine spezifische Wechselwirkung des N-terminalen
Rezeptoranteils und der Exoloops mit den Peptidhormonen ausgebildet wird, im anderen
Schritt die Interaktion dieses Komplexes mit Transmembrananteilen zur Signaliibertragung
fiihrt (Behar et al., 1996a; Ji et al., 1998; Mannstadt et al., 1999; Rolz et al., 1999). Der PTH-
Ligand des PTHR wird in einer reifen Form von 84 Aminosduren in den Epithelkdrperchen
der Nebenschilddriisen, PTHrP in mehreren durch alternatives mRNA Splicing produzierten
Formen zwischen 139 und 173 Aminosiuren gebildet. Zur Aktivierung des PTHR und des
PTHR2 sind jedoch die 34 Aminosduren langen N-terminalen Fragmente beider Hormone
ausreichend (Mannstadt et al, 1999). Beide Liganden zeigen eine signifikante
Sequenzhomologie der ersten 13 Aminosdureresten, was auf die funktionelle Bedeutung
dieser Aminosduren bei der Aktivierung der Rezeptoren hindeutet. Im Bereich zwischen
Aminosdure 14 und 34 sinkt die Homologie deutlich, oberhalb Aminosdure 34 ist keine
Ahnlichkeit mehr feststellbar. Die Liganden PTH1-34 und PTHrP1-36 konnten mittels NMR
strukturell untersucht werden (Barden and Kemp, 1994; Gronwald et al., 1997; Marx et al.,
1995) und weisen definierte Sekundarstrukurelemente auf.

Der C-terminale Bereich enthélt eine stabile a-Helix, die durch eine flexible Region mit einer
weniger stabilen N-terminalen a- Helix verbunden ist. Mutagenesestudien und cross-linking-
Experimente deuten darauthin, daBl die C-terminalen Bereiche (Aminosduren 15 bis 34)
beider Liganden iiber die a-helikale Struktur mit dem N-terminalen Anteil des PTHR
wechselwirken, die N-terminalen Aminosduren jedoch mit Aminosdureresten der
Transmembranhelices interagieren und so fiir eine Weiterleitung des Signals, bzw. eine
aktivierte Konformation R* des Rezeptors verantwortlich sind (Adams et al., 1998; Behar et
al., 1996a; Behar et al., 1996b; Bisello et al., 1998; Carter et al., 1999; Gardella et al., 1996a;
Gardella et al., 1996b; Gardella et al., 1996c; Juppner, 1994; Juppner et al., 1994; Lee et al.,
1995; Mannstadt et al., 1998; Marx et al., 1998; Turner et al., 1996). Zusitzlich zu den
regulatorischen Wirkungen auf den Kalziumhaushalt wirkt PTH bei der Aufrechterhaltung der
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Normkonzentration des Phosphats im Blut durch eine Inhibierung der Phosphatresorption in

den proximalen und distalen Nierentubuli mit.

Abbildung 10: Die Bindung des PTH (1-34) Liganden an den Rezeptor. Die Abbildung zeigt die
Ligandenbindung an den PTH-Rezeptor aufgrund der zwei Dominen Hypothese. An dieser Interaktion sind
prinzipell zwei mechanistische Schritte beteiligt, die Interaktion des C- terminalen Ligandenendes (17-31) mit
der extrazelluliren Rezeptordomidne und die Interaktion der N- terminalen Ligandendomdnen mit der
Transmembranregion des Rezeptors. Dieses Modell beschreibt also gleichzeitig die Rezeptoraffinitit und die
Rezeptoraktivierung.

In Sdugern ist PTH der wichtigste Regulator der Kalziumionen-Homdostase (Potts et al.,
1997a; Potts et al., 1997b). Die Synthese des Hormons wird dabei durch die extrazelluldre
Kalziumkonzentration geregelt, die durch den Kalzium Sensor der Nebenschilddriisenzellen
gemessen wird (Brown et al, 1993). Als Antwort auf eine niedrige
Kalziumionenkonzentration der Extrazellularfliissigkeit (< 2,5 mM) wird PTH in die
Blutbahn abgegeben und wirkt hauptsdchlich an Knochengewebe und Niere zur
Wiederherstellung des Norm-Kalziumniveaus (Khundmiri and Lederer, 2002; Khundmiri et
al., 2003). Im Nierengewebe stimuliert PTH tiiber seine Wechselwirkung mit dem PTH-
Rezeptor direkt die tubuldre Reabsorption von Kalzium und die Aktivitdt der Transkription
der D3-la-Hydrolase, was zur Verstirkung der 1,25-Dihydroxyvitamin-D3-abhingigen
Kalziumabsorption im Darm fiihrt. Im Knochengewebe kann PTH eine schnelle Freisetzung
von Kalzium aus der Knochenmatrix bewirken (Bringhurst et al., 1989a; Bringhurst et al.,
1989b). Es  vermittelt  dariiberhinaus auch  lingerfristige =~ Anderungen  des
Kalziumstoffwechsels durch eine direkte Wirkung auf Osteoblasten und eine indirekte
aktivierende Wirkung auf Osteoklasten.

PTHrP wurde als haufigste Ursache des Syndroms der humoralen Hyperkalzdmie in malignen
Erkrankungen entdeckt (Suva et al., 1987), bei denen das Hormon durch den Tumor
iiberproduziert wird. Bei gesunden Menschen spielt es eine essentielle Rolle in der

Skelettentwicklung. Die Wirkung des PTHrP entfaltet sich dabei iiber die Aktivierung des
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PTHR in préhypertrophen Chondrocyten der metaphysealen Wachstumsplatten wihrend der
Ausbildung des Skeletts. Auch weitere wichtige Funktionen bei Entwicklungsvorgéingen
werden beiden Molekiilen zugeschrieben (Mannstadt et al., 1999). PTH und PTHrP gehdren
zu den wenigen Substanzen, denen eine knochenautbauende Wirkung nachgewiesen werden
konnte (Dempster et al., 1993). Bei geeigneter Applikation, ndmlich intermittierend als
wiederholte subkutane Injektionen, konnen PTH und PTHrP eine anabole Wirkung am Skelett
besitzen (Chevalley and Rizzoli, 1999). Dies konnte sowohl an ovarektomierten Ratten als
einem Tiermodell der Osteoporose (Mitlak et al., 1996) als auch in ersten kleinen Pilotstudien
am Menschen demonstriert werden (Plotkin et al., 1998; Reeve, 1996). In einer Studie mit
einer allerdings kleinen Fallzahl an Frauen mit Osteoporose Risikoerkrankungen kam es nicht
nur zu einem ausgeprigten Knochenmassegewinn, sondern auch zu einer signifikanten
Reduktion der Wirbelkorperfrakturen. Inzwischen ist das PTH Peptidfragment 1-34 als
Therapeutikum bei Osteoporose unter dem Handelsnamen Forsko® von der FDA zugelassen.
Die wichtige Rolle der PTH/PTHrP-vermittelten Signaliibertragung durch den PTH-Rezeptor
bei der Steuerung der Entwicklung von Knorpel und Knochen offenbart sich auch bei einigen
seltenen vererbaren Erkrankungen, die durch eine konstitutive Aktivierung des Rezeptors oder
durch eine Hemmung der Signaliibertragung aufgrund von Rezeptormutationen verursacht
werden. Bei der Chondrodysplasie vom Typ Jansen konnten drei Punktmutationen in
genomischer Patienten-DNA festgestellt werden. His223 Arg, Thr410 Pro, oder 11e458 Arg-
Mutationen fiithrten zu einer konstitutiven, von Agonisten unabhéngigen Rezeptoraktivierung.
Dies fiihrt neben einer daraus resultierenden Hyperkalzémie u.a. zu einer verzdgerten
endochondralen Knochenbildung mit Zwergwuchs und gesteigertem Knochenauf und -abbau
(Schipani et al., 1995; Schipani et al., 1999; Schipani et al., 1996; Schipani et al., 1997).
Mutationen, die eine Signaliibertragung des PTH-Rezeptors verhindern, wurden in zwei
verschiedenen Féllen der Chondrodysplasie vom Typ Blomstrand entdeckt. Diese sehr
seltene, autosomal rezessiv vererbbare Erkrankung geht mit einer frithzeitigen Skelettreifung
und einer verstdrkten Ossifikation einher (Blomstrand et al., 1985). In einem Fall waren 11
Aminoséduren der Transmembranhelix 5 deletiert (Jobert et al., 1998), im anderen Fall konnte
eine Punktmutation, die die hochkonservierte Aminosiureseitenkette Prol32 gegen Leucin
austauschte (Zhang et al., 1998), nachgewiesen werden. Beide Mutationen verminderten die
Bindung von PTH und PTHrP an den Rezeptor und fiihrten zu einer starken Reduktion der
Signalantwort im cAMP-Assay.
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1.6.  Problemstellung

Die Forschung der letzten Jahre auf dem Gebiet der G-Protein gekoppelten Rezeptoren war
gekennzeichnet durch die Aufkldrung der intrazelluldren Signaltransduktionswege, an denen
diese Rezeptoren beteiligt sind. Gegenwartig konzentriert man sich auf die Aufkldrung der
molekularen Prinzipien der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand um so ihre
physiologische Rolle zu kldren. Grosse Anstrengungen werden auch hinsichtlich der
strukturellen Aufklirung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren unternommen. Diese
strukturelle Aufklarung auf atomarer Basis wird entscheidend zum Verstindnis der
Ligandenbindung und die an diese gekoppelte Signalweiterleitung in das Zellinnere beitragen.
Bisher sind diese Versuche allerdings aufgrund der niedrigen zur Verfligung stehenden
Proteinmenge gescheitert.

Das primere Ziel dieser Arbeit besteht nun darin, am Beispiel des Parathormonrezeptors
Methoden und Protokolle zu etablieren, die den Rezeptor in fiir die Strukturaufkldrung
erforderlichen Mengen bereitstellt. Besonders die Entwicklung und Etablierung von
Expressionsprotokollen auf prokaryontischer Basis mit der Produktion des Rezeptors als
Inclusion bodies und die anschlieBende Renaturierung des PTH Rezeptors stehen hierbei im
Focus. Eine erste biochemische und biophysikalische Charakterisierung soll die Funktionalitét

des Rezeptors dabei bestétigen.
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I1. Material und Methoden

I1.1. Haufig verwendete Chemikalien, Enzyme, Standards, Proteine und
Kitsysteme

Fiir die Herstellung aller verwendeten Losungen und Puffersysteme wurde deionisiertes
Wasser verwendet. Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von Applichem, Fluka,
Sigma Aldrich oder Roth bezogen. Sofern nicht anders angegeben, wurden Substanzen mit

dem Reinheitsgrad p.A. verwendet.

Chemikalien Bezugsquelle
Agarose ICN, Meckenheim
Ampicilin SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

Ammoniumsulfat ROTH, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat ROTH, Karlsruhe
Bradford Reagenz BIORAD, Munchen
ROTH, Karlsruhe
ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
ICN, Meckenheim

ICN, Meckenheim
Ethidiumbromid GIBCO BRL, Karlsruhe

Glutathion, oxidiert, GSSG

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue G 250
Cyclohexyl-n-hexyl-R-D-maltosid
n-Dodecyl-3-D-maltosid
Dithiothreitol, DTT
Ethylendiamintetraacetat, EDTA

ROCHE Diagnostics, Penzberg

Glutathion, reduziert, GSH
Guanidinhydrochlorid, GuaHCL
n-Hexan

Imidazol

Isopropyl-R-D-thiogalaktopyranosid, IPTG

Kanamycin
Kalziumchlorid
L-Arginin; L-Argininhydrochlorid

Magermilchpulver

ICN, Meckenheim

NIGU Chemie,

ROTH, Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

AJINOMOTO C INC., Tokio (Japan)

APPLICHEM, Darmstadt
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Chemikalien (Fortsetzung)
Methyl-R-cyclodextrin
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat, SDS
Natriumhydroxid
Polyethylenglykol, PEG 30.000
2-Propanol

Protease Inhibitor Mix
Triflouressigsaure, TFA
Trichloressigséaure, TCA

Tris-hydroxymethyl-aminomethan, TRIS
Enzyme und Standards

1 kbp/100bp-DNA Marker

LMW Protein-Molekulargewichtsstandard
Benzonase® purity grade 1 (250 U/pl)
Rinderserumalbumin, BSA

Lysozym

Pfu- Polymerase
Restriktionsendonukleasen
Shrimp Alkalische Phosphatase

T4-DNA-Ligase (1U/ul)
Thrombin (bovin)
Antikdrper
Anti-Mouse-lg-Peroxidase

Anti-Chicken-lg-Peroxidase

Anti-His-lg-aus Huhn

Anti-PTHR-Ig aus Hase

Bezugsquelle (Fortsetzung)
FLUKA, Deisenhofen

ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

ICN, Meckenheim

ROTH, Karlsruhe

FLUKA, Buchs (Schweiz)
ROTH, Karlsruhe

ROCHE Diagnostics, Penzberg
ROTH, Karlsruhe

MERCK, Darmstadt

ICN, Meckenheim

Hersteller

NEW ENGLAND BIOLAB, NEB,
Frankfurt/Main

GE HEALTHCARE, Freiburg
MERCK, Darmstadt
BOEHRINGER, Mannheim
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
PROMEGA, Mannheim

NEW ENGLAND BIOLAB, NEB,
Frankfurt/Main

NEW ENGLAND, BIOLAB, NEB,
Frankfurt/Main

NEW ENGLAND BIOLAB, NEB,
Frankfurt/Main

SIGMA ALDRICH, Deisenhofen
Bezugsquelle

BIORAD, Miinchen
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
QIAGEN, Hilden

Dr. Konrad Honold, Roche
Diagnostics, Penzberg
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Kitsystem Hersteller

QIAquick Minielute Gel Extraktion Kit QIAGEN, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN, Hilden

QIAprep Spin Midiprep Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Gel Extraktion Kit QIAGEN, Hilden

Sonstige Materialien Hersteller

BioTrace " Nitrocellulose Membran PALL-GELMANN, Dreieich
BioTrace” PVDF Membran PALL-GELMANN, Dreieich
Dialyseschlauche Spectropor ROTH, Karlsruhe
Glukosesensorstabchen MERCK, Darmstadt
Minisette FSQ, cut off 10 kDa PALL-GELMANN, Dreieich
Zentrifugalkonzentratoren Macrosep PALL-GELMANN, Dreieich
Zentrifugalkonzentratoren AMICON-Ultra MILLIPORE, Schwalbach

11.2. Gerate und Zubehor

AuBler den nachfolgend aufgelisteten Gerdten wurden zusétzlich noch die Gerite der

Standardlaborausstattung verwendet.

Geréatetyp Hersteller/Vertrieb
Bioreaktor Biostat ED (10 Liter) mit

Prozessleitsystem MCFSwin und B. BRAUN, Melsungen
Mess- und Steuersystem C-DCU

Blotapparatur Semi-Dry Hoefer Semiphor GE HEALTHCARE, Freiburg

Chromatographieanlagen

AKTA purifier 100 GE HEALTHCARE, Freiburg
AKTA explorer 100 GE HEALTHCARE, Freiburg
AKTA FPLC GE HEALTHCARE, Freiburg
Gynkotek HPLC-System DIONEX, Idenstein
Elektroporationsgeréat Gene Pulser I BIORAD, Munchen

Gaulin- Hochdruckhomogenisator Lab 40 APV, Lubeck

Gaulin- Hochdruckhomogenisator Lab 60 APV, Lubeck
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Chromatographiesaulen und Material
Ni-NTA HIS-Bind Resin

Phenyl Sepharose low sub

Superdex S75 (prep grade)

Superdex S200 (prep grade)

Nucleosil 500-5 C3 PPN
Sequenziergerat fur DNA Proben
Li-COR 4000

Spektrometer

CD- Spektrometer Jasco J 810

Fluoreszenzspektrometer F-4500

Fluoromax-3

UV/Vis Spektrometer DU 640
Tangentialflussfiltrationssystem ProVario
Thermocycler Mastercycler Gradient
Zentrifugen

Avanti J-20/25/30I

Optima TLX Ultrazentrifuge

Biofuge Fresco, Pico

11.3. Bakterienstamme

Bezeichnung Genotyp

NOVAGEN, Bad Soden

GE HEALTHCARE, Freiburg
GE HEALTHCARE, Freiburg
GE HEALTHCARE, Freiburg
MACEREY-NAGEL, Duren

MWG BIOTECH, Ebersberg

JASCO GmbH, GroRR-Umstadt

HITACHI HIGH-TECHNOLOGIES,
UK

SPEX INSTRUMENTS, Edison,
USA

BECKMAN, Minchen
PALL-GELMAN, Dreieich
EPPENDORF, Hamburg

BECKMAN, Palo Alto, USA

BECKMAN, Palo Alto, USA
HERAEUS, Hanau

Bezugsquelle

F-, mcrA, (mrr- hsdRMS-
mcrBC) O80lacZ .M15,

E.coli TOP 10

JacX74 recAl,, deoR,

INVITROGEN, Carlsbad,

araD139,.(ara-leu)7697, USA
galU, galK, rpsL, (StrR)

endAl nupG

B, F-, ompT, gal, [dcm],

E.coli BL21 (DE3)
galA(DE3)

E.coli BL21 (DE3) Codon
Plus (RIL)

[lon], hsdSB(rB-mB-),

B, F-, ompT, hsdS(rB- mB-)
dcm+Tetr gal (DE3) endA
Hte[argU ileY leuW Camr]

NOVAGEN, Bad Soden

STRATAGENE,
Niederlande
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Plasmidbezeichnung

pPET 11a-PTHR

pET 1la-a-Gluc-PTHR

PET 34b-CBD-PTHR

PGEX TK2-GST-PTHR

pPET 15b-PTHR

11.5. Oligonukleotidsequenzen

Primerbezeichnung
T7 Promotor

T7 Terminator
pET 11a-PTHR forward

pPET 11a-PTHR reverse
pPET 11a-a-Gluc-PTHR forward

PET 11°-a-Gluc-PTHR reverse
pET 34b-CBD-PTHR forward
PET 34b-CBD-PTHR reverse
pGEX TK2-GST-PTHR forward
pGEX TK2-GST-PTHR reverse
pPET 15b-PTHR forward

PET 15b-PTHR reverse

Verwendung Herkunft

Expressp.n dgs PR diese Arbeit

ohne zusatzlichen Tag

Expression des PTHR mit

den N-terminal

fusionierten ersten funf diese Arbeit

Aminosauren (M, T, I, S,

D) der a-Glucosidase

Expression des PTHR als

Fusionsprotein mit der diese Arbeit

Zellulosebindedomaéne

Expression des PTHR als : .

GST Fusionsprotein £0E8E Al

Expression des PTHR mit : .

N-terminalem Histidin Tag SIS A2
Basensequenz

CGA AAT TAATACGACTCAC
GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG G

GGG AAA CTT CAT ATG TAC GCG
CTG GTG GAT GCA

CAC GGA TCC TCA CAT GAC TGT
CTC CCA CTC

GGA ATT CCA TAT GAC GAT ATC
CGA TTA CGC GCT GGT GGA TGC
AGA TGA

CGC GGA TCC TTA CAT GAC TGT
CTCCCACTCTTCCTIGTAGC
AAA CAATTG GAT ACG CGC TGG
TGG ATG CAG ATG A

CGC ATC CTAACATGA CTG TCT
CCC ACT CTT CCT GTA GCA
CGG GAT CCT ACG CGC TGG TGG
ATG CAG ATG A

CTATTA CAT GAC TGT CTC CCA
CTCTTC CTG TAG CA

GGG AAA CTT CAT ATG TAC GCG
CTG GTG GAT GCA

CAC GGA TCC TCA CAT GAC TGT
CTC CCA CTC



II. Material und Methoden

Seite 33

Die Planung der einzelnen Nukleotidsequenzen erfolgte mit dem Programm Gene Runner.

Die Sequenzierprimer enthielten eine Markierung mit dem Farbstoff IRD 800 am 5°- Ende.

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) und Metabion
(Martinsried) HPLC bzw. HPSF gereinigt bezogen.

11.6. Zusammensetzung haufig verwendeter Puffersysteme und Losungen

Bezeichnung

Laufpuffer Agarose-Elektrophorese:
50xTAE

Laufpuffer fir DNA-Sequenzierung:
S5xTBE Puffer

Laufpuffer SDS-PAGE
Probenauftragspuffer SDS-PAGE
PAGE Farbelosung

PAGE Fixierer

PAGE Entfarber
PAGE Sammelgel-Puffer: 5xPuffer
PAGE Trenngel-Puffer: 5xPuffer

Probenpuffer SDS-PAGE reduzierend

Probenpuffer SDS-PAGE oxidierend

Probenpuffer Agarose-Gelektrophorese

Western Blot Inkubations- und
Waschlésung

Western Blot Detektion: ECL-LAsung 1

Western Blot Detektion: ECL-LAsung 2

Komponenten

1 M Tris-HCI; 2 M Essigsaure;

0,1 M EDTA, pH 8,1

0,45 M Tris-HCI; 0,45 M Borsaure; 10
mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris, 380 mM Glycin,

0.1 % (w/v) SDS, pH 8.3

62 mM Tris, pH 6.8, 10% (v/v) Glycerin,
2.1% (w/v) SDS, 50 mM DTT

10% (v/v) Essigsaure, 0.006 % (w/v)
Coomassie Brillant Blau G250

10% (v/v) Essigsaure, 25% (v/v)
2-Propanol

10 % (v/v) Essigsaure

0.5 M Tris, 0.4% (w/v) SDS, pH 6.8

1.5 M Tris, 0.4% (w/v) SDS, pH 8.8

2 ml Sammelgelpuffer, 2 ml 16% (w/v)
SDS, 4 ml Glycerin, 2 ml 0.2 % (w/v)
Bromphenolblau,2 ml 2-
Mercaptoethanol, pH 6.8

2 ml Sammelgelpuffer, 2 ml 16% (w/v)
SDS, 4 ml Glycerin, 2 ml 0.2% (w/v)
Bromphenolblau, pH 6.8

10 mM Tris, 1 mM EDTA, 50% (w/v)
Glycerin, 0.05 % (w/v) Bromphenolblau,
pH 7.2

10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.02%
Tween 20, pH 7.5

1 ml 250 mM Luminol (in DMSO), 0.44
ml Cumarsaure 90 mM (in DMSO), 10 mli
1M Tris pH 8.5 ad 100 ml mit H,O

64 ul Wasserstoffperoxid (30% (v/v)), 10
ml 1M Tris pH 8.5 ad 100 ml mit H,O
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I1.7. Medien und Ldsungen fur die Kultivierung von Escherichia coli

Bezeichnung

Allgemeine Medien

LB-Medium

LB-Agar Medium

SOC-Medium

TBT-Medium
Bioreaktorkultivierungsmedien
Hefeextrakt Vollmedium

Glukose Ldsung

di-Kaliumhydrogenphosphatlésung

Magnesiumsulfatiésung
Feeding Losung

pH Regulatorlésungen

Zusammensetzung

10g/l Trypton; 59/l Hefextrakt, 59/l
Natriumchlorid

LB Medium unter Zusatz von 40g/l Agar

Agar

20 mM Glucose; 209/l Trypton;
5g/l Hefextrakt; 0,5 g/l NaCl; 10mM
MgCly; 10mM MgSOy; pH 7.50

10g/l Trypton, 10g/I Hefextrakt,
5g/INatriumchlorid

50g/l Hefeextrakt (CMV Hefewerk
Hamburg); 0,5g/I Ammoniumchlorid;

59/l Glukose
119/l di- Kaliumhydrogenphosphat;
(geldst in 500 ml Wasser)

0,689/l Magnesiumsulfat; (gel6st in
500ml Wasser)

250ml/l Glycerin; 300g/l Hefeextrakt

10% Phosphorsaure;
10% Kaliumhydroxidlosung
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11.8. Molekularbiologische Methoden
11.8.1. Isolierung und Reinigung von Plasmid DNA

Plasmide wurden nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) unter
Verwendung verschiedener Kits (Qiagen) pripariert. Die Isolierung von Plasmid-DNA aus
einer 5 ml E.coli Ubernachtkultur erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit nach der
Vorschrift des Herstellers. Fiir die Reinigung von DNA nach Restriktionsspaltungen,
Polymerase-Kettenreaktionen oder Dephosphorylieren wurde das QIAquick PCR Purification
Kit verwendet. Zur Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen nach elektrophoretischer
Auftrennung wurde das QIAquick Gel Extraction Kit verwendet bzw. fiir die Extraktion von

Fragmenten mit einer Lange von unter 100 bp das QIAquick Minielute Gel Extraction Kit.

11.8.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-Abschnitten
aus einem DNA-Strang (Templat) (Mullis et al., 1986). Mit einer zyklischen Abfolge von
Strangtrennung, annealing und extension wird bei Verwendung einer temperaturstabilen
Polymerase eine nahezu exponentielle Anreicherung von DNA-Fragmenten erreicht
(Tabelle.1) Fiir praparative PCR-Reaktionen wurde wegen der hoheren Genauigkeit Pfu-

Polymerase und zu analytischen Zwecken Tag-Polymerase verwendet.

Tabelle 1: PCR Programmiibersicht zur Amplifikation der DNA Sequenz des PTH Rezeptors

1 Startprodukt

PCR Schritt Temperatur / °C Zeit / min Bemerkung

1. Denaturierung 95°C 5.00 min Denaturierung

2. Pause 95°C Hot Start
Polymerasenzusatz

3. Denaturierung 95°C 1.00 min Denaturierung

4. Primer Anealing | 64°C (Tm Primer) 1.00 min Absenken der Tm um
0.5°C pro PCR
Zyklus

5. Ketten- 73°C 2.00 min Anheben der

verlangerung Synthesezeit um 3s
pro PCR Zyklus

6. Wiederholung Neun Zyklen zur

des Zyklus Generierung eines
PCR Startproduktes
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2 Synthese

7. Denaturierung 95°C 1.00 min Denaturierung

8. Primer Anealing | 60°C 1.00 min Primer Anealing

9. Ketten- 73°C 2.30 min Anheben der

verldngerung Synthesezeit um 3s
pro PCR Zyklus

10. Wiederholung 20 Wiederholungen

des Zyklus zur DNA Synthese

11. Endsynthese 73°C 7.00 min Endsynthese

11.8.3. DNA Sequenzierung

Die DNA-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) diente in der vorliegenden Arbeit zur
Verifizierung der Sequenz von Expressionskonstrukten. Zur Sequenzierung wurde Plasmid-
DNA aus einer Ubernachtkultur pripariert. Durch Einsatz von ortspezifischen, markierten
Primern wurde der entsprechende DNA-Abschnitt in einer Reaktion unter Verwendung des
Sequi-Therm EXCEL™II Long-read DNA Sequenzierkit LC nach Herstellerangaben
prapariert. Nach der Denaturierung der DNA durch 10-miniitige Inkubation bei einer
Temperatur von 70°C erfolgte die Analyse der Sequenz an einem Li-COR 4000

Sequenziergerit.

11.8.4. Transformation von Escherichia coli mit Plasmid DNA

Die Einfiihrung von Plasmiden in E.coli wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. Die
Uberfiihrung der E.coli-Stimme in eine transformationskompetente Form erfolgte nach
Ausubel und Mitarbeitern (Ausubel, 1987). Dabei wurden die Zellen nach Animpfung mit
einer Ubernachtkultur in einem Verhiltnis 1:100 bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von
0.5-0.6 bei 578 nm kultiviert. Nach einer 30miniitigen Inkubation auf Eis, wurden die Zellen
abzentrifugiert (15 min; 4000 x g; 4 °C), 3 x mit einer eiskalten und sterilen 10 % (w/v)
Glycerinlosung gewaschen und anschlieBend in 1/1000 Volumen 10 % (w/v) Glycerin
aufgenommen und in 40 pl Aliquots bei —80 °C zu weiteren Verwendung aufbewahrt. Die
Elektroporation wurde mit 50-100 ng Plasmid-DNA unter Verwendung eines Gene-Pulser II
Elektroporationsgerétes (Gene Pulser System, Bio Rad, Hercules, U.S.A.) bei 2,5 kV; 25 uF
und 200 Q durchgefiihrt. Nach sofortiger Zugabe von 1 ml SOC-Medium zu den Zellen und
einer einstiindigen Inkubation bei 37 °C, wurden die Zellen zur Selektion auf LB-Agarplatten
mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.
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11.8.5. Plasmid Screening

Die Methode wurde zur schnellen Suche nach Klonen, welche Plasmide mit dem
gewiinschten Insert enthalten, angewendet. Hierzu wurden die Ubernachtkulturen mit Phenol-
Chloroform lysiert. Dabei fallen die Zellproteine aus, wihrend die DNA und RNA in Losung
bleiben. Zu 100 ul einer Ubernachtkultur wurden 50 pl Phenol-Chloroform (1:1 (w/v)) und 10
pl 10 mM Tris-HCIL, 60 % (v/v) Glycerin und 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, pH 8,0
zugegeben, kréftig gemischt und anschlieBend 5 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Von der

oberen wissrigen Phase wurden 20 pl auf ein Agarosegel aufgetragen.

11.8.6. Isolierung der DNA- Fragmente aus Agarosegelen

Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA auf einem 1,5 % Agarosegel und Anfarbung
der DNA mit Ethidiumbromid wurde die gewiinschte Bande unter UV-Licht ausgeschnitten
und mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorschrift des

Herstellers aufgereinigt.

11.8.7. DNA Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen ~ koénnen  einen = DNA-Strang unter  Hydrolyse  der
Phosphodiesterbindungen spalten (McClarin et al., 1986). Restriktionsanalysen wurden in

einem Volumen von 10-20 pl durchgefiihrt. Ein 20 pl Ansatz setzte sich folgendermalien

zusammen.

Tabelle 2: Komponenten der Restriktionsspaltung zur Restriktionsanalyse
Komponente Volumen/Masse
DNA-LG6sung 5 ul alternativ 0.1-1 pg
10xPuffer 2ul
(BSA-Lo6sung 10 mg/ml) 0.2 ul
Restriktionsenzym 1 ul =5 - 20 Einheiten
deionisiertes Wasser 20 pl

Inkubiert wurde mindestens 3-4 h bei 37 °C. Bei priparativer Durchfiihrung wurde der Ansatz
verdoppelt oder verdreifacht und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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11.8.8. Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung von 5° DNA-Enden ist notwendig, um bei Klonierungen in einem
linearisierten Vektor mit kompatiblen Enden eine Selbstligation des Vektors zu verhindern.
Diese Reaktion wird von der Alkalischen Phosphatase katalysiert. Ein typischer Ansatz setzte

sich folgendermallen zusammen.

Tabelle 3: Komponenten des Dephosphorylierungsansatzes
Komponente Volumen
DNA 15-20
Puffer (10x) 3ul
Alkalische Phosphatase 1 ul (5 units)
deionisiertes Wasser 30 pl

Die Reaktionsmischung wurde bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde die
Alkalische Phosphatase bei 65 °C fiir 10 min inaktiviert.

11.8.9. Ligierung

Zur Einklonierung von Genfragmenten in einen gedffneten Vektor miissen die Enden der
DNA Doppelstringe wieder kovalent iiber Phosphodiesterbindungen miteinander verkniipft
werden. Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert diese endergonische Reaktion
mittels ATP-Hydrolyse.

Ein Ligationsansatz setzte sich folgendermalBlen zusammen.

Tabelle 4: Komponenten des Ligationsansatzes
Komponente Volumen
5x Ligasepuffer (mit ATP) 4 ul
Vektorfragment x ul
Insertfragment y ul
T4-Ligase I ul (1 Unit)
deionisiertes Wasser 20 pl
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Fir die Masse des einzusetzenden Inserts DNA wurde folgende Berechnungsformel

verwendet

_ 4 X Bplnsert X ngVektor
ng Insert — B .
pVektor
Nnsert: Masse der einzusetzenden Insert DNA
Bpmsert: Grosse des DNA Inserts in Basenpaaren
Ngvektor: Masse der eingesetzten Vektor DNA
Bpvektor: Grosse der Vektor DNA in Basenpaaren

Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

11.8.10. Agarose-Gelelektrophorese

[GI. 11.8.9.1]

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA wurden 0,8-1,5 %-ige Agarosegele

verwendet. Die Proben wurden mit DNA-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte

bei 120 V. Die DNA wurde nach Inkubation in einer Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml)

nachgewiesen.
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11.9. Proteintechnologische Methoden
11.9.1. Kultivierung von Escherichia coli

Die Transformation der entsprechenden bakteriellen Expressionstimme erfolgte mittels
Elektroporation. Zur Proteinexpression wurde der E.coli Stamm BL21 (DE3) bzw. BL21
(DE3) Codon Plus RIL verwendet. Die Stammhaltung von Expressionskulturen erfolgte in
Form von Glycerinkulturen. Dafiir wurden die bakteriellen Zellen mit dem entsprechenden
Expressionsplasmid transformiert und auf einer Agarplatte mit dem zugehorigen
Antibiotikum ausplattiert. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C wurden einzelne Kolonien
gepickt und in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum iiber Nacht kultiviert. Diese
Ubernachtkulturen wurden 1:1 mit 25 % (v/v) sterilem Glycerin versetzt und in fliissigem

Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Kulturen erfolgte bei -80°C.

11.9.2. Rekombinante Proteinexpression
11.9.2.1. Expressionstests

Expressionstests wurden im 50 ml Mallstab durchgefiihrt. Dafiir wurde das LB-Medium mit
500 ul einer Ubernachtkultur und dem entsprechenden Antibiotikum versetzt. Kultiviert
wurde bei 37°C unter stindiger Schiittelbewegung. Die Proteinexpression wurde bei einer
optischen Dichte zwischen 0.6 und 0.8 durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration
von 1 mM induziert. Anhand der Expressionstests wurden die fiir die Proteinexpression
optimalen Parameter, wie beispielsweise Wachstumstemperatur und Induktionsdauer

ermittelt.

11.9.2.2. Bestimmung der segregativen Plasmidstabilitat

Zur Bestimmung der segregativen Plasmidstabilitdt wurde die zu untersuchende Kultur in
einer 1:10 Verdiinnungsreihe soweit mit Medium vermischt, dass bei einer anschlieBenden
Ausplattierung auf Ndhragarplatten mit einer Kolonienzahl zwischen 10 und 100 zu rechnen
war. AnschlieBend wurden drei Verdiinnungsstufen in einem Bereich zwischen 10” und 107
sowohl auf selektionsdruckfreien als auch selektiven Platten (Antibiotika) ausgestrichen.
Nach einer Inkubationszeit von ca. 10-16 Stunden bei einer Temperatur von 37°C wurden die
Platten ausgezdhlt und miteinander verglichen. Die durchschnittliche Anzahl der Kolonien auf
den antibiotikahaltigen Platten dividiert durch die Anzahl der Kolonien auf den

selektionsfreien Platten selbiger Verdiinnung multipliziert mit einhundert ergibt eine
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prozentuale Plasmidstabilitdt. Zur Verringerung der Fehlerbreite wurde jeder

Plattierungsversuch dreimal wiederholt.

11.9.2.3. Bakterielle Fermentation

Als Bioreaktor fiir die Kultivierung diente ein Biostat ED Reaktor der Firma B. Braun
Melsungen mit digitalem MeB- und Regelsystem (DCU) sowie dem ProzeBleitsystem
MCFSwin. Als grundlegendes Kultivierungsverfahren kam das Fed-Batch Verfahren auf
Basis eines Hefeextrakt-Vollmediums zur Anwendung (Zusammensetzung Abschnitt 2.7).
Hiefiir wurden zundchst 5 Liter Medium fiir 30 min bei einer Temperatur von 121 °C im
Reaktor autoklaviert. Nach Abkiihlung auf 37 °C schlieBt sich die Zugabe der separat
autoklavierten Losungen von Glucose, Magnesiumsulfat und Kaliumdihydrogenphosphat an.
Der pH Wert wird gegebenenfalls auf pH 7.20 mittels Zugabe einer 10 %-igen
Kaliumhydroxidldsung korrigiert. Durch Zuschalten der automatischen Kaskadenregelung fiir
die Sauerstoffzufuhr wird eine konstante und gleichméaBige Beliiftung gewdéhrleistet. Der
minimale Sauerstoffpartialdruck wird auf einen Wert von 40% eingestellt. Die
Kaskadenregelung benétigt einige Stunden fiir ein stabiles Regelverhalten. Dies ist vor
Beginn der eigentlichen Fermentation zu beachten, so dass diese erst einige Stunden spiter
gestartet werden kann. Der Fermentationsprozess startet mit der Inokulation von ca. 300 ml
einer Ubernachtkultur. Fermentiert wird bis zur Induktion bei einer Medientemperatur von
37°C und einem Sauerstoffpartialdruck von mindestens 40%. Alle wichtigen Parameter
unterliegen der automatischen Steuerung, so dass Eingriffe in den Prozess nicht erforderlich
sind. Der Einsatz von Antischaummitteln sollte sparsam und nur bei Notwendigkeit erfolgen.
Der pH-Wert wird automatisch durch die Zugabe einer 10 %-igen Phosphorsdure bzw. einer
10 %-igen Kaliumhydroxidlosung auf 7,00 reguliert. Nach vollstindigem Verbrauch der
zugesetzten Glukose (gemessen mit Glukosenachweisstibchen) erfolgt die kontinuierliche
und automatische Zugabe von 120-240 g Feedinglosung pro Stunde. Das Erreichen einer
optischen Dichte ODgypy nm von 50-70 kennzeichnet den Induktionsbeginn der
Proteinexpression. Die Temperatur des Mediums wird hierzu auf 35°C abgekiihlt, und die
Induktion mit 1 mM IPTG initiiert. Die Proteinexpression erfolgt nach Induktion fiir ca. 3 bis
4 Stunden. Durch Zentrifugation mit 1500 x g, 4 °C fiir 15 min wird die bakterielle Zellmasse
pelletiert und kann anschlieBend bei —20 °C langfristig gelagert werden.
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11.9.3. Proteingewinnung
11.9.3.1. Isolierung der Inclusion bodies

Das in Escherichia coli rekombinant hergestellte PTH Rezeptorprotein lagert sich vorwiegend
cytoplasmatisch in unloslichen Proteineinschlusskorperchen ab, den sogenannten inclusion
bodies. Zur Isolierung dieser inclusion bodies wird das bakterielle Zellpellet in
Resuspensionspuffer (5g/20ml) aufgenommen und mittels eines Ultraturrax (8000-9000 rpm)
vollstdndig homogenisiert. Der Zusatz des Enzyms Lysozym (1.5mg/g Zellmaterial) bewirkt
ein Aufbrechen der bakteriellen Zellwand, wobei der Einsatz der Hochdruckdispersion diesen
Prozess noch vervollstindigt. Die Hochdruckdispersion wird bei einem minimalen Druck von
600 bar mittels einer Lab 40/60 Hochdruckdispersionseinheit (APV Gaulin) in drei Passagen
durchgefiihrt. Das so aufgeschlossene Zellmaterial wird anschlieBend mit Benzonase (2-5U/g
Zellmaterial) versetzt, und fiir mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Isolation
der Inclusion bodies erfolgt iiber einen Zentrifugationsschritt bei 48.000 x g und 4 °C fiir 30
min. Das so gewonnene IB Pellet wird zur weiteren Reinigung insgesamt 4 Waschschritten
unterzogen. Im ersten Schritt wird das Pellet mit Waschpuffer 1 versetzt, mittels Ultraturrax
vollsténdig homogenisiert, und fiir 20 min bei 20.000 rpm 4 °C erneut zentrifugiert. Die
nachfolgenden Waschschritte folgen diesem Schema wobei hier jeweils die Waschpuffer 2
und 3 eingesetzt werden. Das so isolierte und vorgereinigte IB Material kann nun bei —20 °C
stabil iber mehrere Wochen gelagert werden.

Puffer und Ldsungen:

Resuspensionspuffer: 100 mM Tris/HCI
2-5 mM n-Dodecyl-3-D-maltosid
20 mM EDTA
pH 7.2

Waschpuffer 1 100 mM Tris/HCL
800 mM NaCl
1 mM EDTA
pH 7.2

Waschpuffer 2 100 mM Tris/HCl
2-5 mM n-Dodecyl-B3-D-maltosid
ImM EDTA
pH 7.2

Waschpuffer 3 100 mM Tris/HCI
I mM EDTA
pH 7.2
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11.9.3.2. Solubilisierung der Inclusion bodies

Nach erfolgreicher Isolation der Inclusion bodies aus Escherichia coli miissen diese zur
vollstdndigen und stabilen Solubilisierung mit IB-Solubilisierungspuffer im Verhéltnis 1:10
versetzt werden (10g IB Material mit 100 ml IB Solubilisierungspuffer). Der Prozess der
Solubilisierung lduft iiber einen Zeitraum von 12-16 Stunden bei Raumtemperatur ab.
AnschlieBend wird das Proteinsolubilisat mittels Zentrifugation (48.000xg, 30 min, 15 °C)
von unldslichen Bestandteilen getrennt. Das Solubilisat weist ein klares und bernsteinfarbenes
Aussehen auf. Zur Lagerung muss das Solubilisat gegen IMAC Dialysepuffer dialysiert
werden (Abschnitt 11.9.4.2). Dieses Proteinisolat ldsst sich so bei einer Temperatur von -20°C
mehrere Wochen stabil lagern. Wird das Inclusion body Solubilisat fiir die nachfolgende
Hydrophobe Interaktionschromatographie  benutzt, benétigt man keine weitere
Nachbehandlung und das Solubilisat kann direkt gebunden werden.

Puffer und LGsungen:

IB- Solubilisierungspuffer: 100 mM Tris/HCl
20 mM SDS
50 mM DTT
1 mM EDTA
pH 8.2

11.9.4. Chromatographische Vorreinigung und Konzentrierung
11.9.4.1. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Als Triagermaterial fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie wird Phenyl Sepharose
(GE Healthcare) verwendet. Durch tropfenweise Zugabe von 20 % 2-Propanol zur
Proteinlosung (starkes rithren, Emulsionsbildung) und nachfolgendes Uberleiten des
Gemisches iiber das Tragermaterial wird der PTH Rezeptor gebunden. AnschlieBend wird der
Trager mit HIC Waschpuffer 1 solange gewaschen, bis eine klare wéssrige Losung flief3t.
Anschlieffend kann mit HIC Waschpuffer 2 iiber ca. 3-5 Séulenvolumina gewaschen werden.
Nachfolgend muss griindlich mit HIC Waschpuffer 3 (mind. 10 S&ulenvolumina) gewaschen
werden, um alle Reste des HIC Waschpuffers 2 zu entfernen. Die Elution des gebundenen
Proteins erfolgt mit HIC Elutionspuffer.

Fiir die Bindung von ca. 5 mg PTH Rezeptorprotein bendtigt man ca 10 ml Phenyl Sepharose

Tragermaterial.
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Puffer und Ldsungen:

HIC Bindungspuffer: IB Proteinsolubilisat mit 20 % 2-Propanol
HIC Waschpuffer 1: 100 mM Tris/HCl
5 % 2-Propanol
pH 7.2
HIC Waschpuffer 2 100 mM Tris/HCl
6 M Guanidinhydrochlorid
pH 7.2
HIC Waschpuffer 3 100 mM Tris/HCl
pH 7.2
HIC Elutionspuffer: 50 mM Tris/HCI
20 mM SDS
pH 8.0
11.9.4.2. Immobilisierte Metallchelatchromatographie (IMAC)

Aufgrund des gentechnisch fusionierten N-terminalen Histidin Tags ist es moglich, den
Rezeptor iiber eine Komplexbindung an eine mit Nickelionen beladene immobilisierte
Nitrilotriessigsdurematrix (Ni- NTA) zu binden.

Diese Tragermatrix wird vor der eigentlichen Proteinbindung mit fiinf Sdulenvolumen
Aquilibrierungspuffer gewaschen, und auf einen pH Wert von 8.0 eingestellt. Das
Proteineluat der vorangegangenen Hydrophoben Interaktionschromatographie wird
tropfenweise (rithren, Emulsionsbildung) mit 2-5 % n-Hexan vermischt und an den Triger im
Durchfluss gebunden. AnschlieBend wird mit IMAC Waschpuffer 1 (10 Sdulenvolumina)
griindlich gewaschen und nachfolgend mit IMAC Waschpuffer 2 (10 Saulenvolumina).
Eluiert wird der gebundene PTH Rezeptor mit IMAC Elutionspuffer. Die Errechnung des
benotigten Tragermaterials ergibt sich aus der gemessenen Proteinkonzentration, wobei hier
eine Bindekapazitit von 3-5 mg Rezeptor pro 1 mg Triagermaterial zugrunde liegt. Der pH
Wert des Proteineluates wird anschlieBend durch tropfenweise Zugabe einer 5 M
Natriumhydroxidlosung auf pH 8.0 angehoben, und mit 50 mM DTT versetzt. Nachfolgend
wird das Eluat fiir mehrere Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die nachfolgende Dialyse
des Eluates gegen IMAC-Dialysepuffer dient der Entfernung des Reduktionsmittels DTT vor
der Renaturierung. Der IMAC-Dialysepuffer wird hierbei drei mal im Abstand von 12-16

Stunden gewechselt.
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Puffer und Ldsungen:
IMAC Bindungspuftfer: HIC Proteineluat mit 2-5 % n-Hexan

IMAC Waschpuffer 1 100 mM Tris/HCL
15 mM SDS
pH 8.0

IMAC Waschpuffer 2 50 mM Natriumphosphat
5 mM SDS
pH 6.5-7.0

IMAC Elutionspuffer 100 mM Tris/Acetat
15 mM SDS
pH 4.5

IMAC Dialysepuffer 100 mM Tris/Acetat
15 mM SDS
pH 4.5

11.9.5. PTHR Renaturierung

Vor Beginn des eigentlichen Renaturierungsprozesses muss das Proteingemisch auf Reste des
Reduktionsmittels DTT gepriift werden. Dies kann durch eine Probennahme mit Zugabe einer
Nickelsulfatlosung gepriift werden. Férbt sich diese Losung braun muss das noch vorhandene
DTT durch nochmalige Dialyse gegen IMAC Dialysepuffer vollstindig entfernt werden. Erst
wenn das Reduktionsmittel  vollstindig entfernt ist, kann der eigentliche
Renaturierungsprozess beginnen.

Der geloste PTH Rezeptor wird mit eiskaltem Renaturierungspuffer auf eine SDS
Endkonzentration von 2-5 mM SDS verdiinnt. Die Proteinkonzentration darf 200pug/ml nicht
iiberschreiten, ansonsten muss weiter verdiinnt werden. AnschlieBend muss der pH Wert
gegebenenfalls durch Zugabe einiger Tropfen einer 1 M Natriumhydroxidlésung auf pH 8.0
korrigiert werden. Anschlieend wird das Redoxshufflingsystem bestehend aus 5 mM GSH
und 1 mM GSSG zugegeben und gut verriihrt. Hieran schlieft sich die tropfenweise Zugabe
der Methyl-B-cyclodextrinlosung an. Die Konzentration dieser Losung wird durch die aktuelle
SDS Konzentration bestimmt. Sie ist immer doppelt so hoch wie die noch vorhandene molare
SDS Konzentration, und betrdgt im geschilderten Fall 4-10 mM. Die benétigte Menge an
pulverformigen Methyl-B-cyclodextrin wird in einem angemessenen Volumen eiskalten
Renaturierungspuffer geldst. Zum Schluss wird das auf -20°C abgekiihlte wassrige
Detergenzgemisch bestehend aus Cyclohexyl-n-hexyl-8-D-maltosid und N-Dodecyl-B-D-
maltosid zugegeben, und der gesamte Renaturierungsansatz fiir mehrere Stunden (8-16 h) auf
-20°C abgekiihlt. Die Konzentration des Detergenzgemisches richtet sich nach der molaren

Konzentration an  Methyl-B-cyclodextrin  und  liegt aufsummiert im  selben
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Konzentratrationsbereich (4-10 mM). Die pulverformigen Substanzen werden wiederum in
einer angemessenen Menge eiskalten Renaturierungspuffers geldst und nach vollstindiger
Auflésung auf -20°C abgekiihlt.

Der tiefgefrorene Ansatz wird im Anschluss bei einer Temperatur von 4°C langsam aufgetaut.
Ist dieser Auftauprozess vollstindig abgeschlossen erfolgt die Zugabe von Kalziumchlorid.
Die zugesetzte Kalziumchloridkonzentration wird wiederum durch die urspriinglich
vorhandene SDS Konzentration bestimmt, und ist doppelt so hoch. Auch die Zugabe des
Redoxshufflingsystems in den urspriinglichen Konzentrationen wird wiederholt. Der Ansatz
wird dann mindestens fiir weitere 24 Stunden bei 4°C gelagert.

Die Abtrennung der eingesetzten Renaturierungsadditive erfolgt durch Verwendung einer
Gelfiltrationssdule Superdex S 200. Die Sdule wird vor Beginn der Abtrennung hierzu mit
dem fiinffachen Sdulenvolumen Gelfiltrationspuffer S 200 &quilibriert. Das aufgetragene
Probenvolumen richtet sich nach dem Volumen der Sdule, und betrdgt maximal 10% des
Gesamtvolumens. Hierdurch erreicht man eine vollstindige Abtrennung aller Additive vom
renaturierten Protein.

Puffer und LGsungen:

Renaturierungspuffer: 100 mM Tris/HCl
I mM GSSG (nachfolgend)
5 mM GSH (nachfolgend)
1 mM EDTA
pH 8.2

Gelfiltrationspuffer S 200 100 mM Tris/HCl
2 mM Cyclohexyl-n-hexyl-3-D-maltosid
2 mM n-Dodecyl-B-D-maltosid
1 mM EDTA
pH 7.2
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11.10. Proteinchemische und analytische Methoden
11.10.1. Analytische Reversed Phase Chromatographie (RP-HPLC)

Zur Analyse der Reinheit und zur Priparation von Proteinen fiir massenspektrometrische
Untersuchungen wurde Reversed Phase Chromatographie an einer Nucleosil 500-5 C3 PPN
Sdule (Macherey-Nagel) durchgefiihrt. Als mobile Phase diente ein Propanol-Hexan-
Acetonitril-Gemisch (75%-2%-23%), das mit 0.05 %-iger Trifluoressigsdure (TFA) versetzt
wurde. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 280 nm bzw. 250 nm. Die Reversed
Phase Chromatographie wurde an einem Gynkotek HPLC-System (Dionex) durchgefiihrt.

Der verwendete Gradient weist einen linearen Verlauf tiber eine Zeit von 120 min auf.

Puffer und Ldsungen:
Laufmittelsystem A Wasser mit 0.05% TFA

Laufmittelsystem B 75% Acetonitril
23% 2-Propanol
2% n-Hexan
0.05% TFA

11.10.2. SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch SDS-PAGE wird eine Auftrennung von Proteinen in denaturierter Form nach ihrem
Molekulargewicht erreicht. Die Proteine bilden mit dem in der Lésung und im Probenpuffer
vorhandenen SDS Komplexe, erhalten somit eine negative Nettoladung und kdnnen dann
entsprechend ihrer Grof3e getrennt werden.

Entsprechend des Molekulargewichts der zu analysierenden Proteine wurden 12- oder 15%-
ige Trenngele verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstirke von 35 mA fiir 50-
60 min durchgefiihrt.

Die SDS-PAGE wurde in Abhéngigkeit von der Fragestellung mit reduzierendem
Probenpuffer mit 50 mM DTT oder oxidierenden Bedingungen durchgefiihrt. Letztere
erlaubten die Analyse von disulfidverbriickten Komplexen. Fiir die Probenvorbereitung, zur
Analyse von disulfidverbriickten Komplexen, wurde zunichst ein 100-facher molarer
Uberschuss (bezogen auf die SH-Gruppen im Protein) Jodacetamid (geldst in 1 M Tris, pH
8.5) zugegeben. Die dadurch stattfindende irreversible Carbamoylmethylierung der
Thiolgruppen verhindert weitere Reaktionen mit freien Thiolen wihrend der Probenbereitung.
Allerdings wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass die Modifizierung mit
Jodacetamid teilweise zur Artefaktbildung fiihrt, so dass in solchen Fillen auf den Einsatz von

Jodacetamid verzichtet wurde und die Proben nach Zugabe von oxidierendem Probenpuffer,
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jedoch ohne vorheriges Erhitzen, analysiert wurden. Die Visualisierung der Proben erfolgte
entweder durch Farbung mit Coomassie Brillant Blau G-250 (PAGE-Farbelosung) oder fiir
eine empfindlichere Detektion durch Silbernitratfirbung (Nesterenko et al., 1994). Als
Molekularmassenstandard diente ein LM W-Proteinstandard (Amersham Pharmacia Biotech,

Freiburg).

11.10.3. Protein Transfer auf Membranen (Blot) und deren Detektion

Im Anschluss an eine gelektrophoretische Trennung von Proteinen konnen diese auf eine
Membran transferiert werden. Der Transfer erfolgte in einer Semidry-Blotting Apparatur
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nach der Methode von Kyhse-Andersen (Kyhse-
Andersen, 1984) fiir mindestens 1 Stunde, bei einer Spannung von 100 V und einer
Stromstérke von 40 mA. Fiir eine nachfolgende immunologische Detektion von Proteinen
wurden diese auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, fiir die N-terminale

Sequenzierung hingegen auf eine PVDF-Membran.

Protein Blot fir immunologische Detektionen (\Western Blot)

Als Puffer fiir den Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran diente 1xSDS-
Laufpuffer (Abschnitt I1.6). Die Membran und das SDS-Gel wurden zwischen einige Lagen
an Whatman-Papier, das mit SDS-Laufpuffer getrdnkt wurde, gelegt und der Transfer
gestartet. Zur Blockierung der unspezifischen Wechselwirkung zwischen Antikérper und
Membran wurde die Membran nach dem Blot in 5%-iger (w/v) Magermilchlosung (in TBT-
Puffer) fiir 20 Minuten inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe des ersten Antikdrpers direkt zur
Magermilchldsung und eine weitere Inkubation fiir 6 Stunden bei Raumtemperatur oder {liber
Nacht bei 4 °C. Dann wurde die Membran 3-mal mit TBT-Puffer gewaschen und das
entsprechende Antikdrper-Peroxidase-Konjugat zugegeben (1:2000 verdiinnt in 5%-iger
Magermilchldsung). Mit der durch Zugabe der beiden ECL-Detektionslosungen (2.6)
ausgelosten Chemilumineszenz wurde ein Retina XBD Rontgenfilm fiir eine Dauer von 10 s

bis 15 min belichtet.

Protein Blot fiir die N-terminale Sequenzierung

Die PVDF-Membran wurde zunéchst fiir 5 Minuten mit reinem Methanol benetzt. Der
Transfer der Proteine fand unter denselben technischen Bedingungen statt wie fiir den
Immunblot. Als Transfer-Puffer diente: 50 mM Natrium-Borat, pH 9.0, 20% (v/v) Methanol.
Die Membran wurde nach dem Blot fiir 1 Minute mit 10 % (v/v) Essigsdure, 0.006 % (m/v)
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Coomassie G250 gefarbt und dann anschlieBend durch 10 % (v/v) Essigsdure, 30 % (v/v)

Methanol fiir eine Dauer von 5 bis 10 Minuten wieder entfarbt.

11.10.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von gereinigten Proteinen erfolgte mittels UV-VIS
Absorptionsspektroskopie an einem DU-7400 Diodenarray Spektrophotometer (Beckman
Hercules, USA). Bei bekannter Aminosdure-Sequenz kann der molare Absorptionskoeftizient

ndherungsweise wie folgt berechnet werden (Pace et al., 1995):

£r0]M " xcm ™ |=5500xn +1490% Ny + 125X Nyiracer|  [G1 11.10.4.1]

Tryptophan Tyrosin

Mit Hilfe der Absorptionsmessung bei einer Wellenlinge von 280 nm kann somit die

Konzentration des Proteins geméf des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmt werden.

A=gxcxd [GI. 11.10.4.2]

A gemessene Absorption
€ molarer Absorptionskoeffizent M em™)

¢ molare Konzentration der Probe (mol/l)

d Schichtdicke der Kiivette (cm).

Tabelle 5: wichtige Extinktionskoeffizienten
Protein bzw. Peptid g2s0[M™x cm™]
PTH-Rezeptor 118070
N-PTH-Rezeptor 37770

PTH Ligand (1-34) 5690

Die Konzentrationsbestimmung von solubilisierten inclusion bodies oder ungereinigten
Proteinlosungen erfolgte entweder nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976) oder
durch die Ermittlung der Konzentration nach Warburg und Christian. Dafiir wurde der
BioRad®-Protein-Assay nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Erstellung einer
Eichgeraden wurde Rinderserumalbumin (BSA) in einem Konzentrationsbereich von 0.05 bis
2 mg/ml verwendet. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Warburg und

Christian wurde nachfolgende Gleichung eingesetzt.
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Protein(mg*ml™) =1.55x A,,, —0.76 x A,,, [GI. 11.10.4.3]

Alle Spektren wurden in 1 cm Quarzglaskiivetten (Hellma, Miillheim) {iber einen

Wellenldngenbereich von 240 nm bis 340 nm mit Puffer als Referenz aufgenommen.

11.10.5. Massenspektrometrie

Die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen mittels Massenspektrometrie wurde
freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn und Dr. Marc Kipping (Forschungsstelle
»Enzymologie der Proteinfaltung* der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefiihrt. Hierfiir
wurden Spektren von durch RP-HPLC entsalzten Proben durch MALDI-TOF
Massenspektrometrie an einem REFLEX Spektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen)
oder durch ESI-Massenspektrometrie an einem Esquire-LC Ionenfallen-Massenspektrometer

aufgenommen.

11.10.6. N-terminale Sequenzierung von Proteinen

Die N-terminale Fusion des Histidin-tags an den PTH Rezeptor wurde durch
Proteinsequenzierung verifiziert. Dafiir wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
transferiert (2.10.5.2), aus der die zu analysierende Proteinbande ausgeschnitten und das
Protein eluiert wurde. Die ersten 5 bis 7 N-terminalen Aminoséuren wurden an einem Applied
Biosystems 476A Gasphasen Sequenzer (Applied Biosystems, Foster City, USA) bestimmt.
Die Sequenzanalyse wurde freundlicherweise von Herrn Dr. K. P. Riicknagel
(Forschungsstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefiihrt.

11.10.7. Bestimmung der SDS Konzentration

Die Konzentration des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) ldsst sich in
wissrigen Losungen durch das Anfarben mit Methylenblau bestimmen. Zur Bestimmung der
vorhandenen SDS Konzentration muss der gebundene Farbstoff in eine organische Phase
tiberfiihrt und anschlieBend spektroskopisch vermessen werden. Die Absorbtion bei einer
Wellenldnge von 651 nm ist hierbei ein MaB} fiir die vorhandene SDS Konzentration. Eine
Eichreihe mit bekannten SDS Konzentrationen ermoglicht so eine Quantifizierung.

300 pl der zu untersuchenden Probe werden mit 300ul Farbelosung in 2 ml Eppendorftubes
vermischt. Anschlieend werden 1,2 ml Chloroform hinzupipettiert und der Ansatz gevortext.

Die Ansétze werden bei Maximalgeschwindigkeit in einer Eppendorfzentrifuge fiir 5 min bei
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Raumtemperatur zentrifugiert, wobei eine Phasentrennung eintritt. Die obere wéssrige Phase
und die Interphase werden vorsichtig mit einer Pasteurpipette entfernt und die untere
organische Phase in einem Eppendorftube mit 50-100 mg Natriumsulfat versetzt und
geschiittelt. AnschlieBend kann die Absorbtion der ,,trockenen* organischen Phase bei 651 nm
bestimmt werden.

Puffer und Ldsungen:

Férbelosung: 250 mg Methylenblau
50 mg Natriumsulfat
10 ml konz. Schwefelsdure
auf 1000 ml Wasser

11.11. Biophysikalische Methoden
1.11.1. Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoromax-3 Spektrofluorimeter (SPEX Instruments
S.A., Inc., Edison, NJ, U.S.A.) in 1 cm Quartzglaskiivetten (Hellma, Miillheim) durchgefiihrt
Die Aufnahme von Emissionsspektren erfolgte nach Anregung der Fluorophore bei 295 nm
(Tryptophan) und 275 nm (Tyrosin und Tryptophan) mit einer Zeitkonstante von 0,2 s
(Bandbreite bei Anregung 1 nm; Bandbreite bei Emission 5 nm). Proteinkonzentrationen und
Pufferbedingungen sind in den jeweiligen Abbildungslegenden angegeben. Alle Spektren

wurden um den Pufferbeitrag korrigiert.

11.11.2. Ligandenbindungsanalysen mittles Fluoreszenzspektroskopie
(Fluoreszenztitrationen)

Die Analyse der Bindung des PTH Peptides an den Rezeptor erfolgte anhand der intrinsichen
Fluoreszenz der an der Bindung beteiligten Tryptophane. Sowohl der Rezeptor, als auch der
Ligand enthalten in ihren Bindungsregionen entsprechende Tryptophane. Dabei fiihrt eine
Bindung des PTH Liganden an den Rezeptor u.a. zu einer Anderung der Hydrophobizitit in
der unmittelbaren Umgebung dieser beteiligten Tryptophane. Dieser Umstand &uf3ert sich in
verdnderten Fluoreszenzeigenschaften dieser Aminosduren. Verfolgt man nun beispielsweise
die Intensititsdnderung der intrinsichen Tryptophanfluoreszenz in Abhdngigkeit von der
Ligandenkonzentration, so ldsst sich daraus die Bindungsstirke bestimmen, die in Form der
Dissoziationskonstante Kp angegeben wird.

Zur Aufnahme der einzelnen Emissionsspektren im Wellenldngenbereich zwischen 300 und
400 nm wurde bei 295 nm angeregt. Die Zeitkonstante wurde auf 1 s erhoht und beide

Bandbreiten auf 5 nm eingestellt. Die Messung startet durch Zugabe des PTH Liganden,
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wobei hier vor Aufzeichnungsbeginn eine Inkubationszeit von 2 min vorausgeht. Folgende
Konzentrationen fanden fiir die jeweiligen Messungen Verwendung.

e PTH Rezeptor 50 nM (3000ul)

e PTH Ligand 1 nM/3ul und 5 nmol/3ul
Zur Auswertung wurde das Emissionsmaximum bei 340 nm herangezogen. Die einzelnen
Messwerte wurden um den Pufferwert korrigiert.
Die Datenanalyse der Titrationsexperimente erfolgte iiber nichtlineare Regression. Die
Dissoziationskonstante Kp wurde durch die Losung einer quadratischen Gleichung, fiir die
Rezeptor-Ligand Komplexkonzentration in einem bimolekularen Gleichgewicht errechnet.
Als Vereinfachung wurde einen Bindung mit einer Stochiometrie im Verhiltnis von 1:1
angenommen.

Es gilt folgender Zusammenhang:

R+L< RL

wobei das Gesetz zur Erhaltung der Masse gilt,

R, =[R+L] [Gl. 11.111.2.1]
L, =[L+RL] [Gl. 11.111.2.2]

und sich somit die Disoziationskonstante unter Bildung des Komplexes (RL) errechnet aus.

K, = (Ro- RL)F:L(LO ~RL) [GI. 11.11.2.3]

Das Auflésen der Gleichung nach RL liefert folgende Losung fiir den Komplex

(Ro+ Lo+ Ko)—4/(Ro+ Lo+ Ko)’

2
Die Abnahme des Signals im Gleichgewicht bei steigender Zugabe von freiem Liganden ist

RL =

~Rox Lo [GI. 11.11.2.4]

gleich dem Bindungsgrad [RL] / [Ro], multipliziert mit der maximalen Anderung, die man bei
Sattigung (Bindungsgrad 1; [RL] / [Ro] = 1) erhilt. Damit ergibt sich das Gesamtsignal aus
der Summe des Signals ohne Ligand und der partiellen Signaldnderung bei Ligandenzugabe.
Fiir die beobachtete Fluoreszenzintensitéit (Fpe,) bedeutet dies, dass sie sich zusammensetzt
aus einem intrinsischen Fluoreszenzanteil des freien Rezeptors (Fr) in Abwesenheit des
Liganden, einem zunehmenden Fluoreszenzanteil, der aus der Zunahme der Konzentration
des gebildeten Rezeptor Liganden Komplexes (Fgrp) resultiert sowie der Fluoreszens des
freien Liganden.

= FR +AFmax X& AF = FTheo - FR [GI “1125]

max
0

F

beo
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so dass sich bei Einsetzen der Gleichung [II.11.2.4] folgende Funktion fiir die Bestimmung

der Dissoziationskonstanten Kp, ergibt.

[Ro+ Lo+ Ko—~/(Ro+ Lo+ KD)Z]
—Rox Lo

beo = Fr = AR X 2 me [G. 11.11.2.6]

F

Fieo:  beobachtete Fluoreszenzintensitat

Fr: intrinsische Fluoreszenz des freien Rezeptors

Frneo: theoretische Fluoreszenzintesitét bei vollstindiger Ligandenbindung (Bindungsgrad 1)
Ro:  eingesetzte Rezeptorkonzentration

Lo: eingesetzte Ligandenkonzentration

RL: Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplex

Puffer und Ldsungen:

Messpuffer 1: 100 mM Tris/HCl
2 mM Cyclohexyl-n-hexyl-3-D-maltosid
2 mM n-Dodecyl-B-D-maltosid
pH 7.2

11.11.3. Circulardichroismus

Zur ersten Analyse der sekundiren Proteinstrukturen und der ndheren Umgebung der
Tryptophane wurden sowohl Fern-UV-CD Spektren im Wellenldngenbereich von 185 nm bis
250 nm und Nah-UV-CD Spektren im Wellenlédngenbereich von 250 nm bis 400 nm am
JASCO J 810 aufgenommen. Die Aufnahme der Fern-UV-CD Spektren erfolgte bei einer
Proteinkonzentration von 15uM (Img/ml) in einer Imm Quartz Kiivette (Probenvolumen
300ul) bei 25°C. Akkumuliert wurden hier 20 Spektren mit einer Integrationszeit von 2s pro
Nanometer. Fiir die Aufnahme der Nah- UV CD Spektren vergrdssert sich nur der
Schichtdicke auf 1 cm.

Die gemessenen Elliptizititen © konnten nach Pufferkorrektur in die mittleren molaren

2

Elliptizitdten pro Aminosiurerest Oyrw (in Grad -cm™ -dmol™) nach folgender Gleichung

umgerechnet werden.
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_ Ox100xM

= [Gl. 11.11.3.1]
dxcxn,g

®MRW

Owmrw: Elliptizitit pro Amminosiurerest
o: gemessene Elliptizitit

M: Molekulargewicht in g/mol

D: Kiivettendurchmesser

c: Proteinkonzentration in g/l

nas:  Anzahl der Aminosduren

Puffer und LGsungen:

Messpuffer 2: 50 mM Natriumphosphat
2 mM Cyclohexyl-n-hexyl-B-D-maltosid
2 mM n-Dodecyl-B-D-maltosid
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I11. Ergebnisse

I11.1. Herstellung des humanen Parathormonrezeptors (PTH1R)

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der humane Parathormonrezeptor rekombinant in
Eschericia coli hergestellt, renaturiert und biophysikalisch charakterisiert. Abschnitt III.1
beinhaltet hauptsidchlich die Ergebnisse der rekombinanten Proteinproduktion sowie eine
Darstellung der angewendeten Reinigungsverfahren. Die Problematik der funktionellen
Renaturierung wird ausfiihrlich in Abschnitt I11.2 behandelt, wihrend sich Abschnitt I11.3 mit
der biochemischen Charakterisierung und ersten Dbiophysikalischen = Messungen

auseinandersetzt.

11.1.1. Klonierungsstrategien

Grundlegend fiir die rekombinante Expression des Parathormonrezeptors im prokaryontischen
Organismus E. coli waren die umfangreichen Arbeiten von Grauschopf und Bazarsuren zur
Uberexpression humaner Rezeptordominen (Bazarsuren et al., 2002; Grauschopf et al., 2000).
Diese Arbeiten dokumentieren eindrucksvoll die Mdglichkeit der bakteriellen Uberexpression
der hormonbindenden N-terminalen Doménen des humanen Parathormon- und des Glucagon-
like-peptide Rezeptors.

Allerdings wurden in beiden Féllen die Hormonbindungsdoménen nicht 16slich, sondern als
Inclusion bodies exprimiert. Fiir beide Doménen lagen zu Beginn dieser Arbeit bereits
umfangreiche Daten zur Renaturierung vor, so dass eine Expression des vollstindigen
humanen Parathormonrezeptors sowohl in Idslicher als auch unloslicher Form angestrebt
wurde, wobei die funktionelle Expression in der Regel eine Fusion an Proteine des
periplasmatischen Raumes wie zum Beispiel an das Maltose-binding Protein erfordert. Alle
fiir die Klonierung eingesetzten Vektoren stellen das Zielprotein unter die Kontrolle eines T 7
Promotors, um so ein starkes Expressionsniveau zu erreichen. Zur Klonierung wurde die
codierende Sequenz des humanen Parathormonrezeptors von Tyr 23 bis Met 571 mittels PCR
amplifiziert und in die verschiedenen Vektoren kloniert. Hierbei lieferte das Standard PCR
Verfahren nur schlechte Ausbeuten an verwendbarer cDNA, so dass eine Optimierung
einzelner Reaktionsschritte notig war. Das Touch down Verfahren, bei dem die
Anealingtemperatur in den ersten neun Zyklen konstant um 0.5°C abgesenkt wird und
gleichzeitig die Zeit fiir die Kettenelongation konstant um 0.03 s erhdht wird, steigerte die
Ausbeute an verwendbarer cDNA erheblich. Auch die Zugabe der Pfu-Polymerase nach
erfolgter Denaturierung des DNA- Stranges (Hot start) wirkte sich positiv auf den Erfolg der
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Reaktion aus. Die Richtigkeit der so amplifizierten und klonierten Gensequenz wurde jeweils
durch DNA Sequenzanalyse tliberpriift.
Eine Ubersicht der verwendeten Klonierungsvektoren und der damit verfolgten

Expressionsstrategie liefert nachfolgende Tabelle.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Klonierungssysteme

Bezeichnung des Fusionskonstrukt Expressionsstrategie

Klonierungsvektors

pET 11a Keine Fusion Expression als Inclusion

bodies

pET 15b Fusion mit N-terminalem Expression als Inclusion
Histidin Tag bodies

pET 34b Fusion mit der 16sliche Expression
Zellulosebindedoméne

pGEX TK2 Fusion mit GST 16sliche Expression

pET 11a SAS o-Gluc. Fusion mit den ersten 5 AS 16sliche Expression
der a-Glucosidase

Die Verwendung von Tyr 23 als N-terminale Aminosdure ergab sich aus der
Charakterisierung der Prozessierung des maturen Rezeptorproteins im eukaryontischen
Expressionssystem (Grauschopf et al., 2000).

Die erzeugten Fusionskonstrukte enthalten zwischen der Fusionsdoméne und dem PTH
Rezeptor eine Schnittstelle flir die Protease Thrombin. Somit besteht bei Bedarf die
Moglichkeit einer Abspaltung des Fusionsanteils nach erfolgter Proteinexpression. Diese
Notwendigkeit zur Abspaltung ergibt sich insbesonders bei allen biophysikalischen
Messungen, und natiirlich bei Experimenten zur Strukturaufklarung.

Alle klonierten Rezeptorvarianten wurden hinsichtlich ihrer Expressionsausbeute getestet,
wobei keine der Varianten eine eindeutige und reproduzierbare Expression in Escherichia coli
aufwies. Anhand dieser Ergebnisse fiel daher die Wahl fiir die Optimierung der
Expressionsbedingungen auf die beiden Konstrukte ohne Fusionsprotein, da deren Vorteile im

Verzicht auf spéitere proteolytische Spaltungen des Fusionspartners lagen.

11.1.2. Rekombinante Proteinexpression

Mit den gegenwirtig verfiigbaren rekombinanten Expressionssystemen sind bisher einige
Schwierigkeiten bei der Gewinnung ausreichender Rezeptorproteinmengen verbunden. Die
Griinde hierfiir sind duflert komplex und beruhen auf dem Zusammenspiel einer Vielzahl von
miteinander verketteten Faktoren. Eine solche Verkettung findet man in Form der

Beeinflussung von zelluldren und genetischen Faktoren durch die Umweltbedingungen die
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auf eine Bakterienkultur wirken. So hat zum Beispiel die Kopienzahl einen Einfluss auf das
Wachstum und die Kultivierung plasmidhaltiger Zellen und umgekehrt beeinflussen die
Wachstumsbedingungen die Plasmidkopienzahl. Oft folgt dieser Prozess einer einfachen
Regel, wonach eine hohe Plasmidanzahl zu einer hohen Proteinexpression fiihrt (French,
1996). Es gibt jedoch auch eindeutige Limitierungen, wo eine weitere Erhohung der
Kopienzahl nicht in einer Steigerung der Expression resultiert (Nacken et al., 1996). Ursache
solcher  Limitierungen sind zum  Beispiel erschopfte  Transkriptions-  bzw.
Translationskapazititen der Zelle (Kim, 1991).

Die Suche nach den idealen Bedingungen kann unter Umstidnden sehr zeitaufwendig und
kostenintensiv werden, stellt aber bisher die einzige Moglichkeit dar fiir entsprechende
Charakterisierungen ausreichende Proteinmengen zu erhalten. So ist dies fiir eine umfassende
biophysikalische Beschreibung und die strukturelle Aufkldrung von Proteinen von

fundamentaler Bedeutung.

.1.2.1. Experimente zur Optimierung der Ausbeute an rekombinanten
Rezeptorproteins
Uber die rekombinante Expression von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Escherichia coli
gibt es bisher noch relativ wenige aussagekréftige Daten. Verwendung finden hierbei sehr oft
Fusionskonstrukte, die den Rezeptor entweder in das Periplasma exportieren oder an ein in
Escherichia coli gut exprimierbares Protein koppeln. Die in dieser Arbeit verfolgte Strategie
der Rezeptorexpression in Form von Inclusion bodies wird bisher recht selten angewendet, da
dies die nachfolgende Etablierung eines Renaturierungsprozesses voraussetzt, der sich an den
jeweiligen Eigenschaften des Proteins orientiert. Fiir die rekombinante Proteinexpression
wurde das pET 15b Vektorsystem anfangs in den Escherichia coli Stamm BL 21 (DE3)
transformiert. Aufgrund der ungiinstigen Codon Usage erfolgte spdter ecine weitere
Transformation des Expressionsvektors in den Stamm E. coli BL21 (DE3) CodonPlus (RIL),
der zusitzliche Codons fiir eukaryontische t-RNAs besitzt, und so die ungiinstige Codon
Usage verbessert. Die Expression des PTH Rezeptors startete zundchst in Schiittelkulturen
mit LB-Medium als Nahrstoffquelle ohne zusdtzliche Modifikationen, die lediglich zur
Selektion das Antibiotikum Ampicillin enthielten. Kultiviert wurde bei einer Temperatur von
37 °C bis zu einer optischen Dichte bei 600nm von 0.5-0.8. AnschlieBend induziert man die
Expression durch die Zugabe von 1 mM IPTG. Nach vierstiindiger Induktion wurde die
bakterielle Schiittelkultur geerntet und analysiert. Das Ergebnis der Analyse zeigt eine
niedrige Expression des Rezeptors und ist eindeutig wie die nachfolgende Abbildung zeigt,

nur mittels einer Western Blot Analyse zu bestdtigen. Die Ursachen dieser niedrigen
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Expressionsrate des Rezeptors waren zu diesem Zeitpunkt vollig unbekannt, und sollten in

weiteren Experimenten geklart werden.

«pa 1 2 3 4 5 6
100 —_— ' ——
=1
40 == — PTHR
= e e e .
20 S
= = = ==

Abbildung 11: Analyse der Expression des humanen Parathormonrezeptors. Die linke Abbildung zeigt
ein 12 % iges SDS Gel mit Gesamtproteinproben vor der Induktion und 1 bis 4 Stunden nach der Induktion. Die
rechte Abbildung zeigt eine entsprechende Western Blot Analyse zur Identifizierung des Rezeptorproteins durch
einen monoklonalen Antikérper. Das Kulturmedium wurde mit einer stationdren Ubernachtkultur von E. coli
BL21(DE3) PTHR angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach der Induktion der rekombinanten
Proteinexpression durch IPTG wurden zu den angegebenen Zeiten Proben genommen, mit SDS-Probenpuffer
versetzt und nach Erhitzen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert.

Legende SDS Gel: (1) LMW Proteinstandard; (2) Zelllysat vor der Induktion; (3) Zelllysat 1.Stunde nach
Induktion; (4) Zelllysat 2.Stunden nach Induktion; (5) Zelllysat 3.Stunden nach Induktion; (6) Zelllysat
4.Stunden nach Induktion

Legende Western Blot: (1) Zelllysat vor der Induktion; (2) Zelllysat 1.Stunde nach Induktion; (3) Zelllysat
2.Stunden nach Induktion; (4) Zelllysat 3.Stunden nach Induktion; (5) Zelllysat 4.Stunden nach Induktion

Fiir das weitere erfolgreiche Arbeiten war die systematische Kldrung der Ursachen jener
niedrigen Expressionsrate von entscheidender Bedeutung. Hierzu wurden zahlreiche
Versuchsreihen durchgefiihrt, deren Prinzip in der Modulation einzelner Parameter bestand.
Die Auswertung erfolgte anschlieBend hinsichtlich einer Expressionsteigerung. Durch die
Modulation der Temperatur, der Sauerstoffzufuhr und der Medienzusammensetzung konnte
keine entscheidende Verbesserung erreicht werden. Die weiteren Versuche konzentrierten
sich daher auf die Analyse der Plasmidstabilitidt. Hierzu erfolgte eine Ausstrich der zu
untersuchenden Kultur sowohl auf selektionmarkerfreie- und selektionsmarkerhaltige
Agarplatten. Ein Vergleich der Kolonienzahl gibt Auskunft {iber die prozentuale Stabilitat.
Dieses Ergebnis war iiberaschend, da man teilweise nach einer langeren Inkubationszeit
(Expressionzeit) keine plasmidhaltigen Zellen mehr vorfand. Auch der durchschnittliche
prozentuale Anteil plasmidhaltiger Zellen lag nur noch bei 10-20%. Gleichzeitige Messungen
der B- Lactamaseaktivitit ergaben teilweise so hohe Aktivititen, das zugesetztes Ampicllin
(600pug x ml"') innerhalb von wenigen Minuten abgebaut wurde. Durch diese rasche

Zersetzung des Ampicillins war daher der ndtige Selektionsdruck zur Stabilisierung des
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Plasmides nicht mehr vorhanden. Der beschleunigte Abbau des Ampicillins und der damit
verbundene abnehmende Selektionsdruck fiihrt so zu einem massiven Plasmidverlust der
bakteriellen Zellen. Daher ist die ungeniigende Stabilitit die Ursache der niedrigen
Expression. Zu deren Erhohung mussten also Maflnahmen zur Plasmidstabilisierung ergriffen
werden.

Durch den Zusatz von 1% Glucose zum Kultivierungsmedium und die gleichzeitige Erh6hung
des Selektionsdruckes aufgrund des Einsatzes eines abbaustabileren Antibiotikums gelang

erstmals der Nachweis einer eindeutigen Expressionsbande im SDS Page.
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Abbildung 12: Proteinexpression des PTH Rezeptors in LB- Medium mit 1% Glucose und steigender
Antibiotikakonzentration. Im SDS-Gel erkennt man eine schwache aber dennoch deutliche Expressionsbande
im Bereich von 60-70 KDa. (1) LMW Proteinstandard; (2) Zelllysat vor Induktion; (3) Zelllysat nach 4.Stunden
unter Induktion und 100 pg Carbpenicillin; (4) Zelllysat nach 4.Stunden unter Induktion und 200 pg
Carbpenicillin; (5) Zelllysat nach 4.Stunden unter Induktion und 300 pg Carbpenicillin; (6) Zelllysat nach
4.Stunden unter Induktion und 400 pg Carbpenicillin; (6) Zelllysat nach 4 Stunden unter Induktion und 500 pg
Carbpenicillin

Die Kombination eines stabileren Antibiotikums in Verbindung mit 1% Glukose zur
Repremierung des Promotors sowie der Wechsel des Expressionsstamms fiihrt erstmals zur
sichtbaren Expression des Parathormonrezeptors im SDS Page. Die Erhohung der
Antibiotikakonzentration wirkt sich nicht wesentlich steigernd auf die Expression aus, so dass
hier im normalen Konzentrationsbereich gearbeitet werden kann.

Die Produktion des Rezeptors als Inclusion bodies ist fiir das Uberleben der Zelle und daher
auch flir die Ausbeute rekombinanten Proteins duBlerst wichtig. Experimente zeigten, dass
eine zu niedrige Expression zur Insertion des Rezeptors in die bakterielle Zellmembran fiihrt,
und so entweder zum Absterben der jeweiligen Zelle oder zum Plasmidverlust flihrt. Letzteres

beobachtet man allerdings vorwiegend im Fermentationsprozess bei nachlassender
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Antibiotikawirkung. Daher ist die Auswahl eines geeigneten induzierbaren Promotors neben
der Plasmidstabilitit ein weiterer wichtiger Punkt, der sich positiv auf die Proteinexpression
auswirkt. Als einer der stirksten induzierbaren Promotoren gilt der aus dem Phagen T7. Mit
diesem Promotor ist eine starke Proteinproduktion durch einfache Induktion mit IPTG
moglich. Ein groBer Nachteil des T7 Promotors verbirgt sich in einer schwachen
Hintergrundexpression, die bereits ohne Induktion auftritt. Fiir Proteine, die keine
cytotoxischen Effekte hervorrufen, ist dies vernachlissigbar, flir die Expression des humanen
PTH Rezeptors hat dies aber aufgrund der vorab erwihnten experimentellen Daten
dramatische Folgen. Daher muss diese Hintergrundexpression soweit minimiert werden, dass
sie folgenlos bleibt. Dies gelingt moglicherweise durch den Zusatz von 1% Glucose zum
Medium. Glucose minimiert die Hintergrundexpression des nichtinduzierten T7 Promotors, so

dass keine cytotoxische Effekte die zum Abbruch der Expression fiihren auftreten.

111.1.2.2. Bakterielle Fermentation

Der erfolgreichen Entwicklung und Etablierung eines Fermentationsprozesses kam in dieser
Arbeit eine Schliisselrolle zu. Die Fermentation im Bioreaktor ermdglicht durch die
Regulation der relevanten Parameter konstante und reproduzierbare Expressionsbedingungen.
Auf der Suche nach geeigneten Basisverfahren fiel die Auswahl auf das Fed Batch Prinzip.
Dieses Verfahrensprinzip gewdhrleistet durch den stdndigen Ersatz der verbrauchten
Néhrstoffe eine {iber einen langen Zeitraum kontinuierliche Wachstums- und
Expressionsphase.

Die Entwicklung und Anpassung des Fed Batch Verfahrens an die Bedingungen der
Rezeptorexpression stiitzt sich vorwiegend auf die in den vorherigen Experimenten
gewonnenen Daten. So setzt sich das Fermentationsmedium aus Hefeextrakt, Salzen und
Glukose zusammen. Ebenso besteht die Feeding Losung aus hochkonzentriertem Hefeextrakt
mit Glycerin als schnell verfiigbarer Kohlenstoffquelle. Der Einsatz von Glycerin als
Kohlenstoffquelle in der Feeding Losung bedingt eine Minimierung des
Stoffwechselproduktes Acetat.

Die nachfolgende Tabelle listet alle wichtigen Fermentationsparameter mit ihren Werten auf.
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Tabelle 6: Zusammenstellung aller wichtigen quantitativen Prozessparameter der Fermentation

Fermentationsparameter Parameterbereich Steuerung durch

Temperatur (T) Wachstgmsphase 37°C PID Temperaturregler

Expressionsphase 35°C

Sauerstoffpartialdruck (pO,) | 20-80 % Sattigung Rithrung; Luftzufuhr;
Sauerstoffzufuhr

pH Wert (pH) pH Bereich 6.80-7.20 pH Regulationslosungen

Feeding Rate (Flow) 120-210 g/h Feeding Losung | Waage in Kombination mit
Pumpsystem

Gestartet wird der Fermentationsprozess durch Inokulation einer entsprechenden bakteriellen
Ubernachtkultur, die zur Entfernung der sekretierten B-Laktamase vorher abzentrifugiert und
mit Medium gewaschen wird. Hierdurch vermeidet man eine Kontamination des
Fermentationsmediums mit diesem Enzym, und erhdht so wesentlich die Plasmidstabilitét.
Die starke Verdiinnung der Ubernachtkultur wihrend der Inokulation fiihrt anfinglich zu
einer 60-120 miniitigen Wachstumsverzogerung. Ist diese lag-Phase beendet, beschreibt die
Kultur ein exponentielles Wachstum. Zur weiteren moglichen Verbesserung der
Plasmidstabilitdt in der Wachstumsphase wird dem Medium zweistiindlich 600 pg/ml
Carbpenicillin zugesetzt. Ist die zugesetzte Glukose nach ungefahr 3 bis 4 Stunden vollstindig
verbraucht startet das Feeding. Besteht keine Moglichkeit die Glukosekonzentration im
Medium durch direkte Messungen zu bestimmen, erkennt man den Glukoseverbrauch am
plotzlichen und schnellen Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes. Der richtige Feedingzeitpunkt
entscheidet maBgeblich iiber die spitere Proteinexpression. Wird dieser Zeitpunkt um mehr
als 30 Minuten verpasst, ist iiberhaupt keine oder nur noch eine schwache Expression zu
beobachten.

Ab einer optischen Dichte ODgpp von 50 16st man die Proteinproduktion durch Induktion mit
IPTG aus. Nach 20 bis 30 Minuten wéchst die induzierte Eschericia coli Kultur nicht weiter,
und beschreibt einen stationdren Zustand. Moglicherweise ist dieses Verhalten eine Folge der
beginnenden Proteinproduktion. Das Absenken der Temperatur um 2° C dient wiederum der
Verbesserung der Plasmidstabilitit, da nach Induktion keine weitere Antibiotikazugabe
erfolgt. Nach 4 Stunden unter Promotorinduktion beginnt die bakterielle Fermentationskultur
abzusterben. Dies kennzeichnet das Ende der Fermentation und die Isolierung der Zellen kann
durch Zentrifugation erfolgen. Gelagert wird das so pelletierte Material bei einer Temperatur
von -20 °C oder fiir die Langzeitlagerung bei -80 °C. Bei dieser Lagerung konnte keine

Degradation des Materials beobachtet werden.
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Abbildung 13: Proteinexpression des PTH Rezeptors im Fermentationsverfahren und die Lokalisation
als Inclusion body Protein. Die Abbildung dokumentiert das Ergebnis der Fed Batch Fermentation, und zeigt
den exprimierten Parathormonrezeptor als Inclusion body Protein. Fiir diesen Nachweis erfolgte eine
Zentrifugation des Zelllysates bei 48.000 xg fiir 30 min. Das angefallene IB Protein wurde in SDS Probenpuffer
solubilisiert und aufgetragen. (1) LMW Proteinstandard; (2) Proteinlysat des Zellaufschlusses; (3) Proteinlysat
des Zelliiberstandes; (4) Isolierte Inclusion bodies

Trotz intensiver Uberwachung und Steuerung der Fermentationsparameter ist sowohl die
Expressionsrate als auch die Homogenitdt des isolierten Inclusion body Materials sehr
unterschiedlich. Die Ursachen hierfiir konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig
geklart werden. Besonders die Qualitdt der Inclusion bodies hinsichtlich der Homogenitit ist
starken Schwankungen unterworfen. Dies duBert sich in unterschiedlichen quantitativen
Anteilen von verkiirzten Expressionsprodukten des PTH Rezeptors. Eine nachfolgende
Reinigung wird durch diese Fragmente stark erschwert, da diese am C-terminalen Abschnitt
verkiirzt sind und daher durch den vorhandenen N-terminalen Histidin Tag mittels

Affinitdtreinigung nicht abgetrennt werden kdnnen.
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11.1.2.3. Auswertung der Fermentation

Die Wachstums- und Entwicklungszyklen einer bakteriellen Fermentationskultur werden in
einer Wachstumskurve erfasst. In Abbildung 14 ist diese fiir die Fermentation des humanen
Parathormonrezeptors dargestellt. Sehr deutlich ist hier die beschriebene anféngliche
Wachstumsverzogerung, die sich anschlieBende Wachstumsphase und der Ubergang in die

stationdre Phase nach Promotorinduktion zu erkennen.
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Abbildung 14: Wachstumskurve der bakteriellen Suspensionskultur im Fed Batch Bioreaktor mit
Hefeextrakt Vollmedium (1) Inokulation der bakteriellen Vorkultur, (2) Induktionszeitpunkt mit ImM IPTG,
(3) Fermentationsende, (4) Wachstumsphase, (5) stationédre Phase

Zur Beschreibung der experimentell gewonnenen Daten und zur Erfassung der inneren
GesetzmafBigkeiten denen das bakterielle Wachstum folgt wird eine kontinuierliche
Approximation der experimentellen Daten im gegebenen Intervall vorgenommen. Jedem
Zeitpunkt t wird somit eine bestimmte Zellzahl b zugeordnet, so dass sich die in Abbildung

dargestellte Funktion b(t) ergibt.
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Abbildung 15: Kontinuierliche Approximation der Wachstumsdaten aus der Fed Batch Kultur mit
a

folgender Zuordnung t — b; b(t). Die Fitfunktion ist eine Form der logistischen Kurve L(t)=— .
1+ exp(b - Ct)

Diese Funktion ldsst sich mit einer logistischen Kurve beschreiben, wobei diese einen

exponentiellen- und einen limitierenden Anteil enthilt (Anhang).

11.1.2.4. Inclusion body Isolation

Die rekombinante Uberexpression heterologer oder homologer Proteine in Eschericia coli
fithrt recht hiufig zur deren Ablagerung als Inclusion bodies, wobei hier allerdings eine
Korrelation zwischen spezifischen Proteineigenschaften wie zum Beispiel dem
Molekulargewicht oder dem Faltungsmechanismus und der Aggregationsaffinitét bisher nicht
moglich ist. Einzig das Auftreten von Disulfidbriicken korreliert direkt mit der Neigung zur
Bildung von Inclusion bodies im Cytosol, da im Cytoplasma ein fiir die Ausbildung von
Disulfidbriicken ungiinstiges Redoxpotential vorliegt.

Um die biologisch inaktiven Aggregate des humanen PTH-Rezeptors in eine native
Proteinkonformation zu {berfithren, ist es von fundamentaler Bedeutung, geeignete
Isolations- und Solubilisierungsverfahren zu entwickeln, die sich an den spezifischen
Eigenschaften des Rezeptors orientieren.

Die Isolation des humanen PTH-Rezeptors folgt grundlegend den Protokollen von Rudolph et
al, wobei aber aufgrund der bei Membranproteinen auftretenden erhohten Hydrophobizitit
mehrere Modifikationen zusétzlich einflieBen. So wird dem Resuspensionspuffer ein mildes

und nicht denaturierendes Detergenz in Form von Alkyl-B-D-glucosiden oder Alkyl-B-D-
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maltosiden zugesetzt. Der Zusatz dieser Detergentien bewirkt ein Abldsen schwach
hydrophob gebundener Proteine von den Inclusion bodies, und verbessert so deren

Reinheitsgrad nach erfolgter Isolation durch Zentrifugation.
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Abbildung 16: Reinheit der isolierten Inclusion bodies des PTH-Rezeptors.
(1) Molekularmassenstandard; (2) Waschschritt unter Zusatz von Alkyl-B-D-glucosiden bzw.—maltosiden; (4)
Isolierte Inclusion bodies (5) Isolierte Inclusion bodies (hohere Konzentration)

Zuséatzliche Waschschritte, so zum Beispiel mit Guanidinhydrochlorid, Harnstoff und deren
Kombinationen, verbesserten die Reinheit der Inclusion bodies nicht wesentlich, so dass zur

Isolation nur nichtionische und milde Detergentien genutzt wurden.

111.1.2.5. Inclusion body Solubilisation

Fiir die erfolgreiche Renaturierung des PTH- Rezeptors ist eine vollstindige Solubilisierung
der Inclusion bodies eine wichtige Voraussetzung. Als Membranprotein mit sieben sehr
hydrophoben Transmembranbereichen ist der Einsatz der klassischen Denaturierungsmittel
fir den PTH-Rezeptor nur eingeschrinkt moglich. Die Verwendung von
Guanidinhydrochlorid oder Harnstoff fiihrt zu einer unvollstindigen Solubilisation der
Inclusion bodies. Nach mehreren Stunden beginnt das teilweise solubilisierte Protein bereits
wieder zu aggregieren. Leider fallen bei diesem Prozess auch fast alle
Proteinverunreinigungen mit aus, so dass dieser Effekt fiir eine Aufreinigung nicht weiter

genutzt werden konnte.
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Tabelle 7: Eingesetzte Substanzen und deren Konzentration zur Solubilisierung der Inclusion
bodies
Substanz Eingesetzte
Konzentration
CTAB 20-50 mM
Natriumdodecylsulfat | 20-50 mM
(SDS)
CHAPS 4-10 mM
Triton X-100 1-5 mM
NN-Dimethyl- 50-100 mM
dodecylamin-N-oxid
(LDAO)
Lauroylsarcosin 30-40 mM
Harnstoff 8M
Guanidinhydrochlorid | 6 M

Zur Verbesserung der Solubilisation wurden dem Ansatz in Gegnewart von
Guanidinhydrochlorid oder Harnstoff zusétzlich verschiedene milde nichtionische oder
zwitterionische Detergentien zugesetzt.
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Abbildung 17: Experimente zur Lo&slichkeit der Inclusion bodies durch verschiedene denaturierend
wirkende Substanzen.

Gel links (1) Molekularmassenstandard; (2) Uberstand der Solubilisierung mit Lauroylsarcosin; (3) Pellet der
Solubilisierung mit Lauroylsarcosin; (4) Uberstand der Solubilisierung mit Harnstoff (5) Pellet der
Solubilisierung mit Harnstoff; (6) Uberstand der Solubilisierung mit Guanidinhydrochlorid; (7) Pellet der
Solubilisierung mit Guanidinhydrochlorid

Gel rechts (1) Uberstand der Solubilisierung mit LDAO; (2) Pellet der Solubilisierung mit LDAO; (3)
Uberstand der Solubilisierung mit CTAB; (4) Pellet der Solubilisierung mit CTAB; (5) Uberstand der
Solubilisierung mit Triton X-100; (6) Pellet der Solubilisierung mit Triton X-100; (7) Uberstand der
Solubilisierung mit CHAPS; (8) Pellet der Solubilisierung mit CHAPS; (9) Uberstand der Solubilisierung mit
SDS; (10) Pellet der Solubilisierung mit SDS

Dies fiihrte allerdings zu keiner verbesserten Ldslichkeit, bestenfalls war eine

Aggregationsverzogerung zu beobachten. Auch der Einsatz von nichtdenaturierenden
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Detergentien, die sich bei der Isolation von Rezeptoren aus zelluliren Membranen bewdihrt
haben, fiihrte nicht zu einer stabilen und vollstandigen Solubilisierung des PTH Rezeptors.

Aus der Vielzahl der getesteten Detergentien erwies sich das anionische Natriumdodecylsulfat
(SDS) als geeignet. Durch Zusatz von 20-25 mM SDS zum Solubilisierungspuffer gelang es,
den PTH-Rezeptor vollstindig und iiber einen langen Zeitraum stabil zu solubilisieren.
Wichtig fiir die Solubilisation ist eine SDS Konzentration, die oberhalb der kritischen
Mizellenkonzentration (CMC) liegt. Unterhalb dieses fiir Detergentien charakteristischen
Parameters ist die Loslichkeit des Rezeptors stark herabgesetzt. Fiir eine erfolgreiche
Solubilisierung scheint daher die Ausbildung von Micellen eine wichtige Rolle zu spielen.
Dieser Prozess verlduft quantitativ iiber einen Zeitraum von 12 bis 16 Stunden bei einer
Temperatur oberhalb von 15°C. Unter diesen Bedingungen 16st sich der PTH Rezeptor
nahezu vollstindig, und nur eventuell vorhandene DNA fillt aus und lédsst sich durch
Zentrifugation entfernen. Die so solubilisierten PTH Rezeptor Inclusion bodies sind stabil und

lassen sich iiber einen langen Zeitraum sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4 °C lagern.

11.1.3. Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen
11.1.3.1. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Charakteristisch fiir die Inclusion bodies des humanen Parathormonrezeptors ist ein sehr
inhomogenes Proteinexpressionsmuster mit vielen verkiirzten Rezeptorfragmenten und ein
hoher Verunreinigungsgrad durch bakterielle Proteine. Besonders die verkiirzten PTH
Rezeptorfragmente lassen sich nicht tiber eine IMAC Affinititschromatographie entfernen, da
diese ebenso wie der vollstindige Rezeptor einen N-terminal fusionierten Histidin Tag
besitzen. Differenzen zwischen den einzelnen Fragmenten bestehen allerdings hinsichtlich des
Molekulargewichtes und der elektrischen Gesamtladung. Daher ist es theoretisch moglich, fiir
die Abtrennung dieser Fragmente sowohl die Gelfiltration als auch eine
Ionenaustauschchromatographie zu verwenden. Experimente zeigten allerdings, dass diese
Unterschiede nur bedingt hierzu benutzt werden konnen, da das Detergenz sowohl durch die
Micellenbildung als auch durch die anionische Ladung das chromatographische Verhalten der
Proteine verdndert. Daher fiel im Rahmen dieser Arbeit die Entscheidung auf die hydrophobe
Interaktionschromatographie. Allerdings wirkt sich auch bei diesem Verfahren die
Anwesenheit von SDS negativ auf die Bindung des Proteins an die hydrophobe Matrix aus.
Ohne entsprechende Modifikationen der Reinigungsprotokolle findet iiberhaupt keine, oder
nur eine sehr eingeschrinkte Immobilisierung des Zielproteins am Trigermaterial statt. Als

geeignete Substanz fiir die Verbesserung der Proteinbindung erwies sich Propanol. Der
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langsame und tropfenweise Zusatz von 15-20 % 2-Propanol zu den solubilisierten Inclusion
bodies ermoglichte erstmals eine quantitative Proteinbindung ohne vorherige Prézipitation.
Vermutlich ldsst sich dieser Effekt des Propanols mit einer teilweisen Auflésung der
micellaren Detergenzstruktur erkldren, so dass Detergenzmonomere mit dem gebundenen
Rezeptorprotein am Triger gebunden werden. Der denaturierte humane Parathormonrezeptor
bindet unter diesen Bedingungen sehr fest an den hydrophoben Tréger, so dass diese feste und
starke Bindung nur durch den erneuten Aufbau eines micellaren Systems gelost werden kann.
Selbst Waschschritte mit Guanidinhydrochlorid 16sen diese Bindung nicht.

Die Elution des gebundenen Rezeptorproteins muss daher wiederum durch SDS erfolgen,
dessen Konzentration sich oberhalb der kritischen Micellenbildungskonzentration von 8 mM
(reines Wasser) befinden muss.

Der durchgefiihrte Waschschritt mit 6 M Guanidinhydrochlorid entfernt grofe Anteile der
Verunreinigungen. Das voherige und nachfolgende griindliche Waschen mit Tris Puffer
verbessert das Reinigungsergebnis nicht wesentlich, verhindert aber die Aggregation des

freien SDS bei Kontakt mit Guanidinhydrochlorid.
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Abbildung 18: Elution des PTH-Rezeptors von der hydrophoben Interaktionschromatographie unter
denaturierenden Bedingungen.

(1) Molekularmassenstandard; (2) Solubilisiertes IB-Material; (3) Waschen mit Tris Puffer; (4) Waschen mit 6
M Guanidinhydrochlorid; (5) Waschen mit Tris Puffer; (6) Elutionsfraktion 1 mit 20 mM SDS (7)
Elutionsfraktion 2 mit 20 mM SDS (8) Elutionsfraktion 3 mit 20 mM SDS

Das Puffersystem besteht aus 100 mM Tris/HCI, pH 7.2.

Der Waschschritt unter Zusatz von 6M Guanidinhydrochlorid weist in diesem Verfahren eine hohe
Reinigungseffizienz auf.

Nach mehreren Reinigungsprozeduren durch dieses Verfahren verliert das Tragermaterial

wahrscheinlich auf Grund des an der Matrix verbleibenden SDS an Bindungskapazitit und



II1. Ergebnisse Seite 69

muss getauscht werden. Ein Regenerationsverfahren fiir den verbrauchten Tréiger ist bisher

noch nicht entwickelt.

111.1.3.2. Immobilisierte Metallchelatchromatographie IMAC

Ein weiterer Reinigungsschritt nutzt den fusionierten Histidin Tag fiir eine
Affinitidtschromatographie durch die Chelatkomplexbindung zwischen den Histidinen und
dem immobilisierten Nickelionen. Unter denaturierenden Bedingungen weist dieses
Chromatographieverfahren allerdings eine schlechtere Reinigungseffizienz als unter
vergleichbaren nativen auf. Eine Ursache hierfiir ist sowohl die Moglichkeit der Ausbildung
kovalenter Disulfidbriicken zwischen unverbriickten freien Cysteinen, aber auch die
Micellenbildung durch das Detergenz SDS. Diese Micellen binden iiber hydrophobe
Wechselwirkungen eine Reihe von Proteinen, so dass deren Entfernung maB3geblich behindert
wird. Ein weiterer unerwiinschter Effekt ist die Abschwéchung der Bindungsstirke zwischen
dem Histidin Tag und den immobilisierten Nickelionen. Bei einer Detergenzkonzentration
von 50 mM findet bereits keinerlei Bindung des Rezeptors an die Sdulenmatrix mehr statt.
Die Herstellung einer Emulsion durch den Zusatz von 2-5% n-Hexan verbessert sowohl
grundlegend die Rezeptorbindung, als auch den Reinheitsgrad des nachfolgenden

Proteineluates.

Abbildung 19: Elution des PTH Rezeptors von der Nickelionen Affinitdtschromatographie unter
denaturierten Bedingungen.

(1) Sdulendurchlauf; (2) Waschdurchlauf mit IMAC Waschpuffer 2; (3) Elution mit 20 mM SDS und ph Shift
auf 4.50.

Die Kombination der beiden chromatographischen Reinigungsverfahren weist einen Weg zur

Reinigung des humanen Parathormonrezeptors unter denaturierenden Bedingungen. Wéahrend
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die hydrophobe Interaktionschromatographie mehrheitlich die verkiirzten Rezeptorfragmente
und E.coli Proteine entfernt, wirkt die Metallchelatchromatographie konzentrierend und
nachreinigend. Der im SDS Gel sichtbare hochmolekulare Proteinanteil ist ebenfalls PTH
Rezeptor, wobei dieses ungewohnliche Laufverhalten moglicherweise auf micellare SDS-
Proteinkomplexe zuriichzufiihren ist. Somit steht nahezu homogenes Proteinmaterial fiir die

nachfolgende Renaturierung zur Verfiigung.

I11.2. Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors
111.2.1. Artificial Chaperone System

Das Artificial Chaperone System zur Optimierung der Proteinausbeute wéhrend des
Renaturierungsprozesses basiert auf den Arbeiten von Gellman und Mitarbeitern. Sie
entwickelten ein System zur schonenden Entfernung der klassischen Denaturierungsmittel
basierend auf dem Zusatz von SDS und zeigten erfolgreich die Renaturierung der Proteine
Anhydrase B, Lysozym und Citrat Synthase.

239
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z.B. SDS n-Dodecyl-3-d-maltosid
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body Protein-SDS )4 PTH-R
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des modifizierten Artificial Chaperone Systems zur
Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors. Die isolierten Inclusion bodies werden durch das
Detergenz SDS stabil solubilisiert. Es entsteht ein Protein SDS Komples mit bei Raumtemperatur starken
hydrophoben Wechselwirkungen. Ein Abkiihlenfithrt zur Abschwichung dieser Wechselwirkung, so dass
zugesetztes Cyclodextrin das SDS komplexiert und somit vom Protein entfernt. Die Zugabe von Cyclohexyl-n-
hexyl-B-D-maltosid und von n-Dodecyl-B-D-maltosid verhindert die Aggregation des Proteins durch erneute
Micellenbildung. Beide Detergentien wirken nicht denaturierend. GSSG und GSH erméglichen aufgrund des
Redoxshufflings die Ausbildung eines korrekten Disulfidbriickenmusters.

Im urspriinglichen Artificial Chaperone System wird die denaturierende Konzentration von
Harnstoff- oder Guanidinhydrochlorid soweit abgesenkt, dass kein denaturierender Effekt
mehr beobachtet wird. Dies geschieht durch Dialyse oder Pulsen in einen Verdiinnungspufter.
Gleichzeitig verhindert der Zusatz von SDS die Aggregation des Proteins. Durch den

anschlieenden Zusatz von Cyclodextrin wird das gebundene SDS vom Protein durch
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Komplexierung entfernt und die Renaturierung gestartet. Unter diesen Bedingungen muss ein
zwolffacher molarer Uberschu8 an Cyclodextrin fiir eine vollstindige Komplexierung des
SDS eingesetzt werden. In proteinfreien wiéssrigen Puffersystemen geniigt fiir die
Komplexierung bereits ein Verhiltnis von 1:1.

Fiir die Anwendung auf die Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors musste das
Artificial Chaperone System zahlreichen Modifikationen und Anpassungen unterzogen
werden. Zur korrekten  Ausbildung eines Disulfidbriickenmusters wird dem
Renaturierungspuffer ein Redoxsystem bestehend aus GSH und GSSG zugesetzt. Die
Konzentrationsverhéltnisse beider Substanzen orientieren sich dabei an den Bedingungen, die
sich als optimal fiir die Renaturierung der Hormonbindungsdoméne erwiesen haben.

Eine weitere kritische Phase ist der Detergenzaustausch von SDS gegen ein nichtionisches
und mildes Detergenz. Wendet man das unmodifizierte System mit dem Verhiltnis SDS zu
Cyclodextrin von 1:10 an, flihrt dies aufgrund der hohen Reaktionsgeschwindigkeit zur
sofortigen Aggregation des Parathormonrezeptors. Ist hingegen die Konzentration an
Cyclodextrin zu niedrig wird nicht das gesamte vorhandene SDS komplexiert und der

Rezeptor ist weiterhin inaktiv.
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Abbildung 21: Notwendige Konzentration zur vollstindigen Komplexierung von SDS bei
Raumtemperatur Man benétigt in einer PTH Rezeptorproteinhaltigen Ldosung bei Raumtemperatur zur
vollstindigen Komplexierung einen zehnfachen molaren Uberschuss an Cyclodextrin. Die SDS Konzentration
wurde durch die Anféarbung mit Methylenblau bestimmt (Abschnitt 11.10.7).
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Die vollstindige aber langsame Komplexierung des SDS durch Cyclodextrin und die erneute
Micellenbildung durch Cyclohexyl-n-hexyl-B-D-maltosid in Kombination mit n-Dodecyl-3-
D-maltosid ist damit der Schliissel zur erfolgreichen Renaturierung des Parathormonrezeptors.
Sowohl die starke hydrophobe Wechselwirkung zwischen Rezeptor und SDS, als auch die
Komplexierung durch Cyclodextrin unterliegen den Gesetzen der Physikalischen
Thermodynamik. Besonders die Bindungen aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen
unterliegen einer Abhédnigkeit von der Temperatur. Dies kann thermodynamisch iiber eine
Anderung der Entropie beschrieben werden. Um dies zu bestitigen miissen Messungen zur
Bestimmung der Komplexierungsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der Temperatur
durchgefiihrt werden. Diese Messungen wurden im Rahmen der Arbeit allerdings aufgrund
fehlender Messgerite nicht durchgefiihrt. Die weiteren Arbeiten erfolgten daher unter der
Annahme, dass eine Absenkung der Temperatur sowohl zu einer Verlangsamung der
Komplexierungsgeschwindigkeit, aber gleichzeitig auch zu einer Abschwéchung der

Wechselwirkung zwischen SDS und PTH-Rezeptor fiihrt.

Solubilisierter PTH-Rezeptor

Zugabe des Redoxsystems
und
des Cyclodextrins

Abkuhlung auf -20°C
flr
8 bis 16 Stunden

Zugabe der 2. Detergenz-
kombination

Auftauvorgang bei einer
Temperatur von 4°C

Zugabe von Kalziumchlorid

Gelfiltration

Abbildung 22: Fliesschema der Renaturierung des PTH-Rezeptors. Nach Zusatz des Redoxsystems und
des Cyclodextrins zum solubilisierten PTH-Rezeptor wird der Ansatz auf eine Temperatur von -20°C abgekiihlt.
Der Zeitraum erstreckt sich hierbei iiber 8-16 Stunden. Vor Beginn des Auftauprozesses wird dem gefrorenen
Ansatz das vorab in Renaturierungspuffer geloste Detergenzgemisch zugegeben und bei 4°C aufgetaut. Ist der
Ansatz vollstdndig eisfrei wird zur Féllung des u.U. noch unkomplexierten SDS Kalziumchlorid zugesetzt. Der
Ansatz wird so noch einige Stunden (12-16 Stunden) bei 4°C inkubiert und anschlieend gelfiltriert.

Das Abkiihlen des Renaturierungsansatzes auf eine Temperatur von -20°C fiihrt zur
Kristallbildung des wissrigen Puffersystems. Dieser Zustand wird fiir einige Stunden

aufrechterhalten, bevor die Temperatur auf 4°C angehoben wird. Wahrend dieser
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Temperaturerh6hung findet wahrscheinlich die Komplexierung statt, wobei der Komplex aus
SDS und Cyclodextrin sich aufgrund der Temperaturerh6hung stabilisiert. Unkomplexiertes
SDS wird anschlieend durch den Zusatz von Kalziumchlorid gefillt.
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Abbildung 23: Elutionsprofil der Superdex S 200 Gelfiltration zur Abtrennung der Renaturierungs-
additive. Der Peak 1 (100-130ml) zeigt das Rezeptoreluat und Peak 2 die niedermolekularen Additive.

Durch eine Gelfiltration an einer Superdex S 200 Siule werden alle anderen
Renaturierungsadditive (Redoxsystem, Cyclodextrin, etc.) vom renaturierten Rezeptor
entfernt und der Rezeptor befindet sich anschlieBend in einem 100 mM Tris Puffersystem mit
2-3 mM der entsprechenden Detergenzmischung (2 mM n-Dodecyl-B-D-maltosid und 2 mM
Cyclohexyl-n-hexyl-3-D-maltosid).

Der so renaturierte Rezeptor kann in diesem Puffersystem stabil ca. 14 Tage gelagert und

weiter charakterisiert werden.

I11.3. Funktionelle und biophysikalische Charakterisierung des humanen PTH-
Rezeptors

11.3.1. Funktionelle Charakterisierung aufgrund von Fluoreszenzeigenschaften

Der humane Parathormonrezeptor verfiigt iiber zahlreiche aromatische Aminosduren und
weist dadurch distinkte Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften im UV Bereich auf. Die
Fluoreszenz der aromatischen Seitenketten kann als empfindlicher Indikator fiir Anderungen
in ihrer unmittelbaren chemischen Umgebung angesehen werden. Die bei der
Proteinentfaltung beobachtete Verschiebung des Intensititsmaximums in Richtung groBerer

Wellenlidnge resultiert aus der zunehmenden Exposition der aromatischen Seitenketten eines
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entfalteten Proteins gegeniiber dem Losungsmittel (Holtzhauer, 1996). Somit erlaubt die
Aufnahme von Fluoreszensspektren Aussagen iiber die Konformation des Proteinmolekiiles.

Die Abbildung zeigt die Fluoreszenzemissionsspektren des nativen und des in SDS
denaturierten Rezeptors. Der renaturierte Parathormonrezeptor zeigt bei Anregung der
Tryptophan- und Thyrosinseitenketten bei einer Wellenldnge von 280 nm ein Maximum an
Fluoreszenzintensitét bei 338 nm, wihrend das Maximum des in SDS denaturierten Rezeptors
rot verschoben bei 349 nm liegt, wobei sich die Signalamplitude nicht dndert. Fiir die N-
terminale Hormonbindungsdoméne des PTH-Rezeptors konnte eine Rotverschiebung von 344
nm im Nativspektrum auf 354 nm im Spektrum des vollstindig denaturierten Rezeptors
gezeigt werden. Diese Wellenldngenverschiebungen haben ihre Ursache im stirkeren Kontakt
der Fluorophore im entfalteten Protein mit dem sie umgebenen Losungsmittel. Sind alle
Tryptophanseitenketten ~ eines  Proteins  l0sungsmittelexponiert, so  liegt  das
Emissionsmaximum bei 350 nm bis 352 nm (Holtzhauer, 1996). Eine Einbettung der
aromatischen Seitenketten in eine hydrophobe Umgebung im Proteininneren verschiebt das

Emissionsmaximum zu weitaus kiirzeren Wellenldngen im Bereich von 320 nm bis 340 nm.
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Abbildung 24: Fluoreszenzemissionsspektren des renaturierten (blaue Linie) und des SDS denaturierten
(rote Linie) PTH Rezeptors. Die Spektren wurden bei einer Rezeptorkonzentration von 850 nmol/l (nM) bei
25°C und einer Anregungswellenlange von 280 nm aufgenommen.

Das Emissionsmaximum von 338 nm fiir den nativen PTH-Rezeptor deutet daher auf keine
partielle Exposition von aromatischen Seitenketten zum Losungsmittel hin. Fiir die N-
terminale Hormonbindungsdomine betrdgt das Emissionsmaximum im nativen Zustand 344

nm. Dieser Wert deutet moglicherweise auf eine partielle Exposition der aromatischen



II1. Ergebnisse Seite 75

Seitenketten hin. Allerdings reichen diese Messungen fiir eine klare Definition des
Proteinzustandes nicht aus und weitere Experimente, insbesonders hinsichtlich der Aktivitit,

miissen fiir eine klare Definition herangezogen werden.

11.3.1.1. Ligandenbindung

Die hier gezeigten Bindungsanalysen erfolgten anhand der Anderung der intrinsischen
Fluoreszenz des Parathormonrezeptors infolge der PTH (1-34) Peptidzugabe. Der Ligand hat
allerdings ein Tryptophan, so dass die Anderung der bei 295 nm angeregten Fluoreszenz nicht
eindeutig dem Rezeptor zugeschrieben werden konnte. Durch die Zugabe des PTH-Liganden
veringert sich die beobachtete absolute Fluoreszenz bei 340 nm um 30% bis 40%. Dieser
Signalabfall der absoluten intrinsischen Fluoreszenzaktivitét beruht auf Quencheffekten deren
Ursache strukturelle Verdnderungen am Rezeptor bzw. am Liganden sind, welche durch die
Bindung des Liganden an den PTH-Rezeptor hervorgerufen werden. Dieser Signalabfall der
absoluten Fluoreszenzintensitdt bei Zugabe des PTH Liganden endet bei dquimolaren
Konzentrationen von PTH und PTH-Rezeptor. Anschliefend beginnt das Signal linear zu

steigen und représentiert so die Zunahme von freien PTH.
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Abbildung 25: Fluoreszenzquenching bei Zugabe des PTH Peptidliganden zum Rezeptor. Die Messung
erfolgte bei 25°C und einer Anregungswellenlédnge von 295nm in PTHR Messpuffer 1. Die Konzentration des
PTH Rezeptors betrug 50 nM. PTH Ligand wurde in einem Konzentrationsbereich von 1 nM bis 100 nM
hinzugegeben.

Die aufgenommenen Ligandenbindungskurven zeigten ein Séttigungsverhalten, dass sich an
ein Bindungsmodell mit 1:1 Charakteristik anpassen lie8, und so eine Abschéitzung der

Dissoziationskonstanten des Komplexes aus Rezeptor und Ligand erlaubten. Wird fiir das
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Bindungsverhalten die Grundlage einer 1:1 Stocheometrie vorausgesetzt, so ergibt sich aus
der Titrationsmessung in Abbildung 25, dass nur die Hailfte des eingesetzten Rezeptors aktiv
ist. Ob es sich hierbei um einen statistischen Verteilungseffekt auf Grundlage der
Orientierung des Rezeptors in der Micelle handelt, oder ob nur 50% funktionell aktiv sind,
konnte bisher nicht eindeutig geklért werden.

Fiir die Abschétzung der Dissoziationskonstanten wurden die Messungen dreifach wiederholt
und die Korrelationskoeefizienten der Datenanpassungen ermittelt. Diese lieferten stets Werte
tiber 0.99, so dass die ermittelten Dissoziationskonstanten eine hinreichend genaue
Anndherung an die Titrationskurve darstellen. Der relativ geringe Standardfehler der
Approximation ist ebenfalls ein Ausdruck fiir die recht gute Beschreibung durch das 1:1
Bindungsmodell. Allerdings zeigt die Titrationskurve keine signifikante Kriimmung, so dass

eine genaue mathematische Bestimmung der Dissoziationskonstanten recht schwierig und

fehlerhaft ist.
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Abbildung 26: Mathematische = Approximation eines Bindungsmodells  mit  einer 1:1
Bindungscharakteristik. Dieses Verfahren erlaubt die Angabe einer Dissoziationskonstante Kp fiir den
Rezeptor Ligand Komplex mit 5.7+3.4 nM.

Daher stellt die berechnete Dissoziationskonstante von 5.7+3.4 nM wahrscheinlich einen
oberen Grenzwert dar. Die tatsachliche Konstante ist sicherlich bedeutend niedriger.
Zur Absicherung der Sperzifitit der gemessenen Bindungsdaten erfolgten folgende
Kontrollexperimente unter jeweils gleichen experimentellen Bedingungen:

e Kontrollexperiment 1: Austausch des PTH Liganden gegen das GLP Peptid (7-37)

e Kontrollexperiment 2: SDS denaturierter PTH-Rezeptor
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e Kontrollexperiment 3: Titration des PTH Liganden in Abwesenheit von PTHR.

absolute Fluoreszenz

Abbildung 27:
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Kontrollexperiment 1 Fluoreszenstitration des GLP (7-37) Peptides zum PTH Rezeptor.

Zu 50 nM PTH Rezeptor wurden insgesamt 100 nM GLP-Peptid in 5 nM Schritten zupipettiert. Die Messung
erfolgte bei 25°C bei einer Anregungswellenlidnge von 295 nm in PTHR Messpuffer 1.
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Abbildung 28: Kontrollexperiment 2 Fluoreszenztitration des PTH (1-34) Liganden zum denaturierten
PTH- Rezeptor. Zu 50 nM SDS denaturiertem PTH-Rezeptor wurden insgesamt 110 nM PTH Peptid in 5nM
Schritten zupipettiert. Die Messung erfolgte bei 25°C bei einer Anregungswellenlédnge von 295 nm in PTHR

Messpuffer 1.
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Abbildung 29: Kontrollexperiment 3 Fluoreszenztitration des PTH (1-34) Peptides zum PTHR
Messpuffer 1. Zum PTHR Messpuffer 1 wurden insgesamt 150 nM PTH Peptid in 10 nM Schritten zupipettiert.
Die Messung erfolgte bei 25°C und einer Anregungswellenldnge von 295 nm.

Alle drei Kontrollmessungen zeigen keinen Hinweis auf eine mdgliche unspezifische Bindung
des PTH Liganden (1-34). Es kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer spezifischen
Interaktion des PTH Liganden mit dem Rezeptor ausgegangen werden. Die ermittelten
Bindungsdaten und die daraus berechnete Dissoziationskonstanten konnten bisher leider noch

nicht mit einer zweiten unabhingigen Bindungsmessung sicher bestétigt werden.

111.3.2. Circulardichroismus

Um Aussagen iiber die Sekundir- bzw. Tertidrstruktur des isolierten Rezeptors treffen zu
konnen, wurde der Rezeptor zundchst der Fern UV-CD-Spektroskopie unterzogen. Die
Aufnahme solcher Spektren ermoglicht Aussagen iiber die einzelnen Anteile von
Sekundérstrukturelementen an der Gesamtstruktur des zu untersuchenden Proteins. Weiterhin
besteht die Moglichkeit der Beobachtung von Anderungen der Proteinstruktur aufgrund von
Cofaktor- oder Ligandenbindung. Die Fern UV-CD-Spektren wurden in einem
Wellenlidngenbereich von 250 bis 190 nm aufgenommen. Das beste Signal- Rausch Verhiltnis
fiir die Spektrenaufnahme wurde bei Verwendung einer 1 mm Kiivette und einer
Proteinkonzentration von 15 uM (Img/ml) erzielt. Fiir die Messungen des PTH-Rezeptor-
PTH Liganden Komplexes wurden die Konzentrationen so gewéhlt, dass sie gemiBl der
bestimmten Dissoziationskonstanten von 5,7 nM den Komplex zu mindestens 80%

populieren.
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Abbildung 30: Fern UV-CD-Spektren des nativen PTH Rezeptors, Rezeptor im Komplex mit dem PTH
Liganden und des freien PTH Liganden. Die Spektren wurden bei 25°C in einer lmm Kiivette in PTHR
Messpuffer 2 pufferkorrigiert aufgenommen. Die rote Linie zeigt das Spektrum des nativen PTH Rezeptors,
wihrend die blaue Linie den Rezeptor- Ligand Komplex zeigt. Die schwarze Linie zeigt das Spektrum des freien
PTH Liganden.

Das Fern UV-CD Spektrum des nativen PTH Rezeptors weist ein charakteristisches Minimum
bei einer Wellenldngen von 207 nm auf. Dieses Minimum ist charakteristisch fiir a helikale
Strukturanteile. Der PTH Ligand als Peptidhormon mit definierter Sekundirstruktur in
Losung weist ein eigenes CD Spektrum auf, dessen Kurvenverlauf typisch fiir a- helikale
Strukturen ist. Weiterhin konnte nur eine sehr geringe Anderung der Sekundirstrukturen der
beiden Bindungspartner bei Ausbildung des PTHR-PTH-Komplexes festgestellt werden. Es
tritt hier allerdings ein deutliches Maxima bei 200 nm gegeniiber dem Spektrum des PTH-
Rezeptors auf. Es ist bisher nicht gesichert, ob diese Anderungen auf eine Strukturinduktion
bei Bindung des Liganden zuriickzufiihren sind. Mdglicherweise beobachtet man hier
Anderungen in der Miccellenstruktur des Detergenzes, die eventuell einen Einfluss auf die
Konformation des eingeschlossenen PTH-Rezeptors haben und daher eine entsprechende
Strukturdnderung hervorrufen. Genaueres hierzu miissen aber entsprechende zuséitzliche
Experimente zeigen. Daher wird an dieser Stelle auf eine weitere Interpretation der

aufgenommen Spektren verzichtet.
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Abbildung 31: Fern UV-CD Spektren des nativen (blau)-, des SDS denaturierten (schwarz)-, des
Harnstoff denaturierten (grin)- und des Guanidinhydrochlorid denaturierten (braun) PTH Rezeptors.
Die Spektren wurden bei 25°C in einer Imm Kiivette in PTHR Messpuffer 2 aufgenommen und pufferkorrigiert.

Die aufgenommen Fern UV-CD Spektren des nativen und des durch SDS, Harnstoff und
Guanidinhydrochlorid denaturierten Rezeptors weisen deutliche strukturelle Anderungen auf.
Die Denaturierung des Rezeptors durch die klassischen denaturierend wirkenden Substanzen
Guanidinhydrochlorid und Harnstoff &ufert sich in einer sehr deutlichen Abnahme des Fern-
UV-CD Signals iiber den gesamten betrachteten Wellenldngenbereich. Es kommt durch diese
beiden Substanzen, trotz des Zusatzes eines Detergenz, auch zur Denaturierung der stark
hydrophoben und a helikalen Transmembranbereiche. Der Zusatz von SDS &duflert sich im
Vergleich zu Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid in keiner vollstaindigen Denaturierung,
sondern im Vorhandensein einer Reststruktur. Besonders die durch Guanidinhydrochlorid und
Harnstoff denaturierten o helikalen Transmembranbereiche scheinen strukturell intakt zu sein.
Der denaturierende Effekt des SDS erstreckt sich wahrscheinlich nur auf einzelne
Rezeptordominen, zu denen moglicherweise die Ligandenbindende N- terminale Region und
die kurze G-Protein bindende C- terminale Region gehdren. Deren Denaturierung durch das
SDS konnte die minimalen Unterschiede der Spektren zwischen nativen und SDS
denaturierten Rezeptor erkldren. Diese Messungen zeigen, dass zugesetztes SDS die
strukturelle Integritdt der hydrophoben Transmembranbereiche nicht vollstindig zerstort,
sondern wahrscheinlich nur weniger hydrophobe oder ldsungsmittelexponierte geladene
Strukturen aufgrund seiner eigenen starken negativen Ladung &ndert. Diese strukturellen

Veranderungen duBBern sich allerdings in einem totalen Funktionsverlust des Rezeptors.
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Aussagen iiber die asymmetrische Umgebung von aromatischen Proteinseitenketten und
damit iiber die Tertidrstruktur lassen sich im Wellenldngenbereich von 250 nm bis 350 nm im
Nah-UV-Circulardichroismus Spektrum treffen. Zur Untersuchung der Tertidrstruktur des
PTH Rezeptors wurden Nah-UV CD-Spektren im nativen und im denaturierten Zustand

aufgenommen.
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Abbildung 32: Nah-UV-CD Spektrum des nativen PTH-Rezeptors. Die Nah UV-CD Spektren einer 15 uM
(1mg/ml) PTH Rezeptorlosung wurden in Messpuffer 2 in einer 1cm Kiivette bei 25°C mit einer Integrationszeit
von 7s bei einer Bandbreite von 1nm aufgenommen und jeweils 20 fach akkumuliert.
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Abbildung 33: Nah-UV-CD Spektrum des Guanidinhydrochlorid denaturierten PTH Rezeptors. Die
Aufnahme des Spektrums erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie fiir das Spektrum des nativen Rezeptors.
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Im Wellenldangenbereich zwischen 270 und 290 nm sind Feinstrukturen mit einer deutlichen
Intensitdt zu erkennen, die im Spektrum des denaturierten Rezeptors nicht vorhanden sind.
Auch wird eine Abnahme der spektralen Intensitdit im Nah-UV-CD Spektrum des
denaturierten Rezeptors beobachtet. Diese Abnahme ist typisch fiir ein chemisch denaturiertes

Protein (Woody et al., 1996).
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V. Diskussion

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Etablierung eines Prozesses zur Gewinnung
von funktionellem humanem Parathormonrezeptor basierend auf der rekombinanten
Expression in Escherichia coli. Dieser Prozess ldsst sich in drei Teilbereiche untergliedern: (1)
die rekombinante Proteinproduktion im Fermentationsprozess, (2) die Reinigung des Proteins
durch denaturierende chromatographische Verfahren, (3) die Renaturierung des gereinigten
PTH Rezeptors. Die vorangegangenen Arbeiten von Grauschopf (Grauschopf et al., 2000)
und Bazarsuren (Bazarsuren et al., 2002), die sich beide mit den hormonbindenden Doménen
der PTH- bzw. GLP1-Rezeptors beschiftigten, schufen eine wesentliche Grundlage fiir die
erforderlichen MafBnahmen zur rekombinanten Produktion vollstindiger G-Protein

gekoppelter Rezeptoren.

IV.1. Prokaryontische Expression des humanen Parathormonrezeptors in Escherichia
coli
Die Expression von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Escherichia coli wird bisher noch
recht selten angewandt, da sich das Rezeptorprotein hauptsdchlich in Form von
funktionslosen Aggregaten (Incusion bodies) ablagert (Bane et al., 2007; Sarramegna et al.,
2003). Diese Ablagerung von rekombinant hergestellten Proteinen in Escherichia coli ist ein
hdufig beobachtbares Phdnomen (Marston, 1986), das besonders bei im nativen Zustand
disulfidverbriickten Proteinen auftritt (Lilie et al., 1998). Daher miissen diese Proteine zur
Wiedererlangung ihrer Funktionalitidt zusétzlich renaturiert werden. Dies erfordert die
Entwicklung spezieller Verfahren, die dem jeweiligen Charakter des Proteins Rechnung
tragen. Viele rekombinante Expressionsverfahren versuchen diesen Prozess der funktionellen
Renaturierung zu vermeiden und exprimieren die Rezeptoren nativ in unterschiedlichen
Expressionsystemen. Das klassische Expressionsystem fiir die funktionelle Expression G-
Protein gekoppelter Rezeptoren ist die Zellkultur. Dieses System scheint allerdings nicht fiir
die Produktion von gréferen Mengen rekombinanten Rezeptorproteins geeignet. So zeigen
Literaturdaten, dass in CHO Zellen (Grisshammer and Tate, 1995; Tate and Grisshammer,
1996) maximale Aktivititen von 200 pmol/ mg Membranprotein erreicht werden (Lohse,
1992). In weiteren Fillen bewegen sich diese Aktivititen in einem Bereich zwischen 0.3
pmol/mg Membranprotein (Felder et al., 1993) und 7 pmol/mg Membranprotein (Alexander et
al., 2006; Turcatti et al., 1993). Diese Proteinmengen lassen sich unter Einbeziehung der
Verluste durch die einzelnen Reinigungsoperationen allenfalls fiir einfache analytische

Messungen verwenden, sie erreichen nicht das fiir eine detailierte strukturelle Aufklirung
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bendtigte Niveau. Allerdings gelang die Herstellung von funktionellen PTH Rezeptor in HEK
293 Zellen mit Proteinausbeuten im Milligrammbereich (Gan et al., 2006).

In den letzten Jahren haben sich weitere Expressionsysteme fiir die funktionelle Expression
solcher Rezeptoren etabliert. Besonders die Expression in Baculovirus infizierten
Insektenzellen wird hierfiir favorisiert (Akermoun et al., 2005). Die Aktivititen an
funktionellem Rezeptorprotein bewegen sich hier in einem Bereich von 40 pmol/mg
Membranprotein bis zu 270 pmol/mg Membranprotein. Ein weiterer Ansatz zur Erhéhung der
Ausbeute ist die in vitro Expression in einem zellfreien Umfeld (Klammt et al., 2004). Die
Expressionsausbeuten werden hier mit 1 mg/ml bis 2.7 mg/ml Rezeptorprotein angegeben.
Allerdings sind diese Ausbeuten bisher nur fiir sehr kleine Membranproteine beschrieben. Ein
weiteres fiir die rekombinante Expression von GPCRs verwendetes System ist die Hefe
(Andre et al., 2006). Die Ausbeuten liegen hier in dhnlichen Bereichen wie fiir die oben
beschriebenen Systeme. Einen Uberblick iiber die verschiedenen Expressionsysteme fiir
GPCRs gibt Grisshammer (Grisshammer et al., 2005).

Da die mit diesen Systemen bisher erreichten Expressionraten nicht fiir eine eingehende
strukturelle Untersuchung des PTH-Rezeptors ausreichen, wurde stattdessen die Moglichkeit
der prokaryontischen Uberexpression in Escherichia coli genutzt, um so ausreichend
Untersuchungsmaterial zu erhalten. Escherichia coli ist weiterhin der genetisch am besten
untersuchte Organismus und es stehen mittlerweile zahlreiche Vektoren zur Verfiigung, die
eine einfache Ubertragung von Genen erlauben. Neben dem Vorteil einer umfangreichen
gentechnischen Methodensammlung besitzt Escherichia coli Eigenschaften, die es erlauben
diesen Organismus relativ einfach und in grossen Mengen anzuziichten (Schwab, 1993).

Die Expression des Gesamtrezeptors war anfangs sehr gering und eindeutig nur im Western
Blot nachweisbar. Das niedrige Expressionsniveau ist nicht durch eine schlechte Initierung
der Translation limitiert, da die theoretische Sekundirstrukturanalyse der messenger RNA
keine stabilen Loop Regionen im Bereich der Ribosomenbindungsstelle aufwies, die eine
Anlagerung des Ribosoms verhindert hdtten (Mathews et al., 1999). Weiterhin weist die
Codon Usage des PTH Rezeptors einige ungiinstige Aminosdurecodons zu der von
Escherichia coli auf (Chen and Inouye, 1990). Dieses Problem wurde aber durch den Einsatz
eines E. coli Expressionsstammes mit zusétzlichen Plasmiden fiir die in Prokaryonten seltenen
t-RNAs gelost. Durch die Auswahl eines starken induzierbaren Promotorsystems sollten die
cytotoxischen Effekte, die durch eine partielle Insertion des Rezeptors in die bakterielle
Zellmembran aufgrund einer niedrigen Expressionrate auftreten (Kiefer et al., 2000)

verhindert werden. All diese Malnahmen fiihrten allerdings nicht zu einer erhofften
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Steigerung der Expression, so dass eine Konzentration auf die Analyse der Plasmidstabilitét
erfolgte. Die Nutzung von plasmidbasierten Expressionsystemen kann durch eine niedrige
Plasmidstabilitdt stark beeintrdchtigt werden (Ollis et al, 1982). Vor allem der
Replikationsmechanismus hat entscheidenen Einfluss auf die Plasmidstabilitdt und diese ist
malgeblich an der Produktivitit eines plasmidbasierten Expressionsystems beteiligt (Sharma,
1993). Da plasmidfreie Zellen einen Wachstumsvorteil gegeniiber plasmidtragenden Zellen
haben, kann eine geringe Stabilitit das Uberwachsen einer Kultur mit plasmidfreien oder
plasmidarmen Zellen bedeuten, was dann zu einer verminderten Expression fiihrt (Lee, 1996).
Die Analyse der Plasmidstabilitdt durch parallele Plattierung auf selektiven und nicht
selektiven Agarplatten zeigte eine unter den bisherigen Kultivierungsbedingungen &dufert
niedrige Stabilitit von durchschnittlich 20%. Die Ursache dieser niedrigen Stabilitdt der
Plasmide war der nachlassende Selektionsdruck durch den enzymatischen Abbau des
Antibiotikums. So wiesen Messungen der Aktivitdt der sezernierten - Lactamase auf hohe
Abbauraten des Ampicillins hin. Diese Ergebnisse zeigten, dass der Plasmidstabilisierung fiir
eine erfolgreiche Expression eine Schliisselrolle zufiehl. Die Verbesserung der Stabilitit ist an
zwel wesentliche Faktoren gekoppelt:
e Erhohung des Selektionsdruckes durch ein abbaustabiles Antibiotikum
e Optimierung der Kultvierungsparameter.

Der Selektionsdruck konnte durch den Austausch von Ampicillin gegen Carbpenicillin
bedeutend gesteigert werden, da dessen enzymatischer Abbau durch die - Lactamase stark
verlangsamt ist. Aber auch die Kultivierungsbedingungen beeinflussen die Stabilitdt nicht
unwesentlich. So wirkt sich beispielsweise ein niedriger Sauerstoffpartialdruck ungiinstig auf
die Stabilitit aus (Ryan W., 1989; Wrigley-Jones C.A., 1993). Ahnliches gilt fiir den pH Wert
und die Phosphationenkonzentration. Auch eine Erniedrigung der Kultivierungstemperatur
zeigte einen negativen Einfluss, was eigentlich verwundert, da sich hier der Unterschied
zwischen den Wachstumsgeschwindigkeiten von plasmidfreien und plasmidtragenden Zellen
reduzieren sollte (Gupta et al., 1995). Kultivierungsmedien zeigen unterschiedliche Einfliisse.
Definierte Glukosemedien fiihren zu erhohter Stabilitdt als komplexe Glukose-limitierte
Medien (O'Kennedy et al., 1995) Minimalmedien bewirken hohere Stabilitdten als solche mit
Aminosdurezugabe (Shu S., 1992). Das Verhéltnis von Kohlenstoff- zu Stickstoffquellen
senkt die Plasmidstabilitiit bei steigenden Kohlenstoffanteil (Huang, 1994). Die Verwendung
von Antischaummitteln zeigt allerdings keinen Einfluss auf die Plasmidstabilitidt (Koch,

1995).
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So gelang es durch den Austausch von Ampicillin gegen Carbpenicillin den Selektionsdruck
auf die bakterielle Kultur zu erhéhen, was zu einer Stabilisierung der Plasmide fiihrte. Dieser
Stabilisierungseffekt verbesserte die rekombinante Proteinexpression erheblich, so dass eine
eindeutige Expressionsbande nachweisbar war. Unterstiitzend auf die Steigerung der
Expression wirkte sich der Zusatz von 1% Glucose zum Kultivierungsmedium aus. Daher

konnte auf Grundlage dieser Optimierungen ein Fermentationsprozess entwickelt werden.

1VV.2. Bakterielle Fermentation

Das Verfahren der biotechnologischen Fermentation erdffnet die Moglichkeit, aufgrund der
optimalen Néhrstoffversorgung und Umweltbedingungen hohe Ausbeuten an rekombinanten
Proteinen zu erhalten. Die Entwicklung des Verfahrens orintierte sich an den Ergebnissen der
vorab durchgefiihrten Experimente zur Optimierung der Ausbeute. Insbesonders die Stabilitét
der Plasmide musste im Bioreaktor gewéhrleistet sein. Grundlage des Verfahrens bildete die
Fed Batch Fermentation (Yee and Blanch, 1992) in einem Hefeextrakt Vollmedium (Reiling,
1985). Dieses Verfahren ermdglicht einen kontinuierlichen Zufluss an Néhrstoffen und
Spurenelementen, so dass hier sehr hohe optische Dichten und damit hohe Ausbeuten erzielt
werden. Aufgrund der Erfahrungen mit der im Kultivierungsmedium vorhandenen B-
Lactamaseaktivitit wurde das Verfahren so optimiert, dass dieser Einfluss auf ein Minimum
gesenkt wurde. Die B-Lactamase wird bei Escherichia coli ins Periplasma exportiert und
gelangt teilweise in das Medium (Georgiou, 1988). Um eine Ubertragung der sezernierten f3-
Lactamase aus der Vorkultur auf den Fermenter zu verhindern, ist ein Waschen der Vorkultur
vor der Inokulation notig. Dieser Schritt verhindert den sofortigen Abbau des zugesetzten
Antibiotikums, so dass ein plasmidstabilisierender Effekt am Anfang der Fermentation durch
das Antibiotikum gegeben ist. Problematisch ist das Aufrechterhalten dieses
Selektionsdruckes tliber den gesamten Fermentationszeitraum. Durch kontinuierliche Zugabe
von Ampicillin zum Medium ist dies jedoch nur zum Teil moglich. Erst der Austausch von
Ampicillin durch das abbaustabilere Carbpenicillin gewihrleistet einen Selektionsdruck bei
kontiniuerlicher Zugabe im zweistiindigen Rhythmus. Unterstiitzend auf die Stabilitét wirkt
sich ein hoher Sauerstoffpartialdruck von mind. 40%, ein konstanter pH-Wert von 6.8 und der
Zusatz von Glukose aus. Unter diesen Fermentationsbedingungen erreicht man
durchschnittliche Ausbeuten von 50-100 Milligramm Rezeptorprotein pro Liter
Fermentationsmedium. So konnten aus 1000 g bakterieller Zellfeuchtmasse ungefdhr 800-
1000 mg Rezeptorprotein isoliert werden. Der PTH-Rzeptor weist allerdings eine starke

Heterogenitit der isolierten Inclusion bodies auf. Es kommt hier zu einem vorzeitigen
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Abbruch der Elongation der Proteinkette, deren Ursache mdglicherweise eine
Substratlimitierung wéhrend der Hochzelldichtefermentation ist (Balbas and Bolivar, 1990).
Durch Optimierung der Zufiitterungsstrategien konnte dieser Effekt zukiinftig minimiert
werden.

Um den Prozess weiter zu optimieren erfolgte eine mathematische Modellierung anhand der
Wachstumskurve von Escherichia coli, die auf experimentellen Prozessdaten beruht. Die
kontinuierliche Approximation der Wachstumsdaten beschreibt eine exponetielle Funktion
(Pirt, 1985). Die inneren GesetzméBigkeiten, die einen Zusammenhang zwischen der
Verdnderungsrate und dem Wachstum herstellen, fiihren zu sogenannten Ratengleichungen
aus denen man die Wachstumsrate errechnen kann (Segel, 1980). Diese Ratengleichungen
sind Differentialgleichungen, wobei Gleichungen die einer Wachstumsfunktion zugrunde
liegen auch als Verhulstgleichung (Braun, 1979) bezeichnet werden. Eine mogliche
analytische Losung dieser Differentialgleichungen ist die logistische Kurve, die das
bakterielle Wachstum im Fermenter recht gut beschreibt. Diese Gleichung ldsst sich durch
einfaches Differenzieren 16sen (Abramowitz, 1972; Braun, 1979; Segel, 1980). Die Losung
der Gleichung zeigt die Abhdngigkeit des Wachstums von zwei Faktoren, die einen
Zusammenhang zwischen dem bakteriellen Wachstum und der Proteinproduktion aufgrund
der Replikationsrate aufzeigen. Fiir die Berechnung der entsprechenden Parameter
(Ndhrstoffkonzentration, Sauerstoffpartialdruck etc.) die ein optimales Wachstum
ermOglichen fehlen allerdings die entsprechenden experimentellen Daten. Diese Daten

konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht gewonnen werden.

IV.3. Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors

Die Entwicklung von Renaturierungsprotokollen fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren steht
im Gegensatz zu den gut etablierten Methoden fiir B-barrel Membranproteine (Jédhnig, 1997)
erst am Anfang (Bane et al.,, 2007; Kiefer et al., 1996). Aufgrund der unvollstindigen
Solubilisierung des PTH Rezeptors durch die klassischen chemischen Denaturierungsmittel
Guanidinhydrochlorid und Harnstoff musste der Rezeptor durch SDS solubilisiert werden.
Das SDS bindet aufgrund von starken hydrophoben Wechselwirkungen (Reynolds and
Tanford, 1970) an den Rezeptor und denaturiert diesen durch Auflosung der Tertidrstruktur
unter teilweiser Beibehaltung der Sekundirstrukturelemente (Gelamo and Tabak, 2000;
Takeda et al., 1985). Die erfolgreiche Renaturierung setzt daher ein nahezu vollstindiges
Entfernen des SDS vom Rezeptor voraus, da bereits geringe Konzentrationen von 200 pmol

zur Ausbildung eines Molten Globule Zustandes fiihren konnen (Xu and Keiderling, 2004; Xu
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and Keiderling, 2006). Das Entfernen von SDS aus proteinhaltigen Losungen gelingt unter
anderem mit zylinderférmigen Cyclodextrinen, die im Inneren eine starke hydrophobe Kavitit
aufweisen, und somit einen stabilen SDS-Cyclodextrinkomplex ausbilden (Rozema and
Gellman, 1996a; Rozema and Gellman, 1996b). Fiir eine vollstindige Komplexierung muss
allerdings ein zehn bis zwdlffacher molarer Uberschuss an Cyclodextrin eingesetzt werden.
Setzt man diese errechnete Masse an Cyclodextrin dem solubilisierten PTH Rezeptor zu, tritt
sofortige Aggregation ein, die auch nicht durch den gleichzeitigen Zusatz eines
nichtdenaturierenden Detergenzes verhindert werden kann. Die Komplexbildung hingt aber
auch von einer Reihe duflerer Faktoren, wie z.B. der Temperatur ab. Diese Abhéngigkeiten
haben FEinfluss auf die stochiometrischen Verhéltnisse zwischen Cyclodextrin und dem
Gastmolekiil, wobei dieses iiblicherweise 1:1 ist (Parrish, 1987; Szejtli, 1982). Unter den fiir
die Proteinrenaturierung {iiblicherweise benutzten Bedingungen, bewirkt der Zusatz von
dquimolaren Mengen an Cyclodextrin keinerlei wirksame Komplexierung. Um die
Komplexierung des an den Rezeptor hydrophob gebundenen SDS denoch zu erreichen muss
daher die  Temperatur  gedndert  werden. Sowohl  die  Reaktionskinetik
(Komplexierungskinetik) aber auch die Stirke der hydrophoben Wechselwirkungen hingen
direkt von der Temperatur ab. Beide Reaktionsparameter werden bei einer Absenkung der
Temperatur ebenfalls kleiner. Unterstiitzend fiir das vollstdndige Entfernen des gebundenen
SDS vom Rezeptor wirkt sich auch ein Absenken der Konzentration unterhalb der kritischen
Micellenkonzentration durch Verdiinnen aus. Der Rezeptor =zeigt bei diesem
Verdiinnungsvorgang keinerlei Aggregation, da bereits nanomolare Konzentrationen von SDS
auf alpha helikale Transmembran Bereiche stabilisierend wirken (Micelli et al., 2004). Senkt
man anschliefend die Temperatur unter Zusatz von Cyclodextrin im stochiometrischen
Verhiltnis von 1:2 auf -20°C ab, bewirkt dies die Kristallbildung von Wasser und damit eine
Minimierung der Hydrophobizitit. Ist diese Kristallbildung vollstindig wird die Temperatur
wieder auf 4°C angehoben, und das Cyclodextrin komplexiert wahrscheinlich wahrend dieser
Temperaturerhohung das SDS. Gleichzeitig stabilisiert sich der Cyclodextrin-SDS Komplex
aufgrund des Anstiegs der Temperatur (Asche, 1990; Hirsenkorn, 1994). Die Aggregation des
Rezeptors wird durch den Einbau der Transmembranbereiche in die sich ausbildenden
Micellen des zweiten milden und nichtdenaturierend wirkenden Detergenzgemisches
verhindert. Dieses Detergenzgemisch darf aufgrund seiner Eigenschaften nicht oder nur mit
geringer Affinitit vom Cyclodextrin komplexiert werden. Dies erreicht man durch
anspruchsvolle stereochemische Strukturen (Aromaten, Verzweigungen), eine niedrige

kritische Micellenkonzentration oder eine kurze Alkylkette. Die Mischung aus Cyclohexyl-n-
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hexyl--D-maltosid und n-Dodecyl-B-D-maltosid erfiillt diese drei Bedingungen und wird
daher mit einer bedeutend niedrigeren Affindt als das SDS vom Cyclodextrin komplexiert
(Loftsson, 1998; Loftsson et al., 1998; Loftsson and Olafsson, 1998; Loftsson and Petersen,
1998). Zur weiteren Unterstiitzung der Proteinfaltung sollte der niedermolekulare
Faltungshelfer Arginin verwendet werden. Dieses niedermolekulare Faltungsagens
unterdriickt dabei die unproduktive Aggregation von Polypeptidketten oder
Faltungsintermediaten wiahrend des Riickfaltungsprozesses, stabilisiert allerdings den nativen
Zustand nicht (De Bernardez Clark et al., 1999; Lin and Timasheff, 1996; Reddy et al., 2005;
Rudolph, 1998). Die Molekulare Grundlage hierfiir ist der GAP Effekt (Baynes et al., 2005).
Fiir diesen Effekt muss man allerdings sehr hohe Konzentrationen an Arginin verwenden, was
zwangsldufig zu einer hohen Ionenstirke fiihrt. Diese hohe Ionenstdrke verschiebt die
kritische Micellenkonzentration des SDS zu niedrigeren Werten (Reynolds and Tanford,
1970). Diese Verschiebung wirkt sich ungiinstig auf das Komplexierungsverhalten aus, so
dass der Rezeptor entweder denaturiert oder aggregiert. Daher wurde auf diesen
niedermolekularen Faltungshelfer trotz seiner beglinstigenden Wirkung auf den
Renaturierungsprozess verzichtet. Zur Ausbildung des fiir die Rezeptorfunktion wichtigen
Disulfidbriickenmusters wurde ein Redoxpuffer mit einem Gemisch aus reduziertem und
oxidiertem Glutathion im molaren Verhiltnis von 5:1 verwendet. Dies ermoglicht ein
schnelles Reshuffling von bereits falsch ausgebildeten Disulfidbriicken (Lilie et al., 1998).
Mit Hilfe dieses entwickelten Verfahrens gelang es eine Bindung des Liganden an den
Rezeptor durch Fluoreszenzmessungen nachzuweisen. Die Ausbeute aufgrund dieser
Messungen betrug ca. 30-50 % an renaturiertem Rezeptor. Das Fern UV-CD Spektrum des
nativen PTH Rezeptors weist eine ausgepriagte Sekundirstruktur bestehend aus
unterschiedlichen Anteilen von alpha helikalen und beta sheet Strukturen auf, die durch den
Einsatz chemischer Denaturierungsmittel aufgeldst werden konnten. Uber die Aufnahme von
Nah-UV-CD Spektren gibt es einen Hinweis, dass verschiedene Bereiche des Rezeptors in
Tertidrkontakte involviert sind. Fiir eine weitere Absicherung dieser Ergebnisse sind
allerdings noch weitere Messungen nétig. Auch das Problem der Abtrennung des

renaturierten Rezeptors vom inaktiven Rezeptor muss noch geldst werden.

IV.4. Ligandenbindung

Die Bindung des PTH Liganden an den renaturierten Rezeptor konnte qualitativ durch
Fluoreszenztitration in Losung nachgewiesen werden. Diese Messungen ergaben eine

Dissoziationskonstante von 5.7 nM. Da man bei der Ligandenbindung von GPCR’s von einer
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Wechselwirkung im Verhéltnis von 1:1 ausgehen kann, ist eine inhomogene Rezeptorspezies
bestehend aus unterschiedlichen Anteilen von nativen und denaturierten Rezeptor sehr
wahrscheinlich. Bindungsmessungen mittels der Isothermalen Titrationskalorimetrie konnten
eindeutig die Stochiometrie der Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor aufkldren.
Messungen mit diesem Verfahren konnten bisher nur in Ansdtzen durchgefiihrt werden,
wobei hier Effekte zu beobachten sind, die auf die Micellenbildung durch das Detergenz
zuriickzufithren sind. Diese miissen daher erst durch geeignete experimentelle Verfahren
kompensiert werden, was bisher noch nicht gelungen ist. Die bisherige auf einer
stochiometrischen Annahme von 1:1 beruhende Bindungsaffinitit von 5.7 nM ist etwas
niedriger als die fiir den zellkulturexprimierten Gesamtrezeptor mit 0.5 nM-3.4 nM. Diese
schlechtere Affinitdt kann mehrere Ursachen haben. So zeigen Experimente, dass die Affinitdt
von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in vielen Féllen, wie im Beispiel des Serotonin 5-
HT;,- Rezeptors (Bertin et al., 1992) und der humanen Opioid Rezeptoren (Stanasila et al.,
1999), abhingig von der funktionellen Kopplung der trimeren G- Proteine an den Rezeptor
ist. Es konnte so gezeigt werden, dass nach Expression dieser Rezeptoren in der Zellmembran
von Escherichia coli eine Zugabe von G- Proteinen zur Membranpraparation zur Ausbildung
eines hochaffinen Bindungszustandes fiihrt. Die fehlende Glykosylierung der N-terminalen
Doméne im prokaryontischen Expressionssystem konnte eine Herabsetzung der
Bindungstihigkeit im Vergleich mit dem glykosylierten Gesamtrezeptor bewirken. Karpf und
Mitarbeiter (Karpf et al., 1987) beschrieben die Kompetitierung der Ligandenbindung an den
PTH-Rezeptor durch Weizenkeimagglutinin. Dieses Protein bindet mit hoher Spezifitdt an die
Zuckerreste des glykosylierten Rezeptors. Sie schluBBfolgerten daraus eine mogliche
Beteiligung der angefiigten Zuckerketten direkt an der Ligandenbindung. Die Rolle der
Glykosylierung scheint aber eher in der korrekten Verteilung der Rezeptoren und der
Kontrolle deren Expression zu liegen, als in der Wechselwirkung mit Liganden (Beck-
Sickinger, 1996). Beispielsweise wurde im Falle des B,-adrenergen Rezeptors bei Inhibierung
der Glykosylierung durch Tunicamycin kein EinfluB auf die Ligandenbindung gefunden
(George et al., 1986). Die Blockierung der PTH Bindung an den an Weizenkeimagglutinin
gebundenen Rezeptor erfolgt moglicherweise durch eine sterische Behinderung der
Ausbildung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung. Die Glykosylierungsstellen liegen alle in
dem C-terminalen Bereich der N-terminalen, extrazelluliren Rezeptordoméne, dem eine
wichtige Rolle bei der Komplexbildung zugeschrieben wird. GewiBheit {iber einen Einfluf3
von Zuckerketten auf die Bindungsaffinitit 148t sich aber erst durch weitere vergleichende

Bindungsstudien mit dem deglykosylierten und glykosylierten Gesamtrezeptor erreichen.



IV. Diskussion Seite 91

Spektroskopisch lieBen sich geringe Signalinderungen bei der Ausbildung des Komplexes
feststellen. Ob diese einer Strukturdnderung und/oder Umgebungsidnderung des Liganden
oder des Rezeptors zuzuschreiben sind, konnte aber nicht zweifelsfrei festgestellt werden.
Wie NMR-Messungen gezeigt haben, ist der PTH Ligand auch im ungebundenen Zustand
teilweise strukturiert (Marx et al., 1995) und besteht aus einem Ensemble unterschiedlichster
Konformationen wie kiirzere Peptidliganden (Gomez, 1997). Mutagenese- und
Deletionsexperimente am PTH-Liganden weisen darauthin, dass fiir die Ausbildung
molekularer Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand bereits Strukturdetails im
PTH Liganden vorliegen miissen (Barden and Kemp, 1994; Cohen et al., 1991; Marx et al.,
1998). Es scheint sich somit bei der Hormon-Rezeptor-Bindung um eine Wechselwirkung
zwischen zwei strukturierten Molekiilen zu handeln, deren Peptidriickgrate schon vor
Bindung eine ausgebildete Struktur besitzen. Dies wird im allgemeinen bei
Wechselwirkungen groferer Proteinmolekiile, wie der Interaktion zwischen Proteinantigenen
mit Antikérpern oder zwischen bestimmten Enzymen und ihren Inhibitorproteinen,
beschrieben (Gomez, 1997). Bei kleineren Peptiden wird dagegen héufig von einer
Strukturausbildung des Peptids erst im gebundenen Zustand ausgegangen (Creighton, 1993).
Das Vorliegen einer Struktur im ungebundenen PTH-Liganden schlie8t aber dennoch eine
mogliche Strukturdnderung bei Ausbildung des Komplexes nicht aus. Die Bindung zwischen
PTH-Rezeptor und PTH scheint eine Beeinflussung der Ligandenstruktur im gebundenen
Zustand durch duBlere Parameter zuzulassen, wodurch es zu einer partiellen Denaturierung
kommen konnte. Dies wiederum hitte eine unkooperative Dissoziation zur Folge. Eine
Strukturauthebung des Liganden, sowie der Dissoziationsprozess konnten jedoch mit den
gewihlten MeBmethoden nicht detektiert werden. Die Wechselwirkung zwischen dem PTH
Liganden und dem PTH Rezeptor scheint iiberwiegend hydrophober Natur zu sein. Der PTH
Ligand selbst zeichnet sich durch einen hohen Anteil an unpolaren Aminosduren aus (Leucin,
Valin). Durch Mutageneseexperimente am Gesamtrezeptor konnte die Wichtigkeit
hydrophober Aminosduren am C-terminalen Ende der N-terminalen, extrazelluldren Doméne
fiir die Ligandenbindung nachgewiesen und bestétigt werden (Carter et al., 1999). So konnte
gezeigt werden, dall Rezeptor-Interaktionen der Region Ser3 bis His14 des PTH-Liganden
durch Mutationen in den Aminosduren 182 bis 190 des PTH-Rezeptors beeinflullit werden.
Dabei war die Art der Mutationen entscheidend fiir die Anderung der Bindungsaffinitit. Eine
Substitution der beiden hydrophoben Aminosdurereste Phel84 und Leul87 durch polare
Aminosduren resultierte in einer 10fachen bis 50fachen Reduktion der spezifischen PTH-

Bindung. Ein Austausch mit unpolaren Aminosduren, wie Valin oder Methionin ergab nur
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eine zweifache Reduktion der spezifischen Ligandenbindung. Ob die Anderung der
Bindungsaffinitét dabei iiber eine direkte Stérung der molekularen Wechselwirkung zwischen
PTH und Rezeptor, oder iiber eine Strukturdnderung des PTH-Rezeptors erfolgte, konnte aus
diesen Experimenten nicht ersehen werden. Rolz und Mitarbeiter (Rolz et al., 1999) weisen
dagegen auf starke Coulombinteraktionen hin, die in ihrem computergenerierten
Bindungsmodell eine entscheidende Rolle bei der Bindung des Liganden spielen sollen. Sie
verwenden zur Modellbildung, neben durch cross-linking identifizierten Interaktionspunkten,
die in einer Lipidumgebung gewonnene NMR-Struktur eines Fragments des humanen PTH-
Rezeptors, das die Aminosdureseitenketten 168 bis 198 umfasst. Dieses Fragment, das Teile
der ersten Transmembranhelix beinhaltet, besteht dariiberhinaus aus zwei amphipathischen
Helices (Seitenketten 169 bis 176, und 180 bis 189), die auf der Oberfldche einer Lipidmizelle
liegen. Helix Arg180-Met189 soll laut Modell mit der C-terminalen Helix des PTH-Liganden
tiber Coulomb-Interaktionen in Wechselwirkung treten. Dabei wird auf die groBe Anzahl
geladener Aminoséureseitenketten in der Region Thr177-Argl86 des PTH-Rezeptors und in
der C-terminalen Helix des PTH-Liganden verwiesen. Es ist jedoch fraglich und in keiner
Weise nachgewiesen, da3 dieses untersuchte Fragment tatsdchlich eine Struktur ausbildet, die
derjenigen im Gesamtrezeptor entspricht.

Die experimentell ermittelten Daten zeigen, dass der humane PTH Rezeptor in Escherichia
coli als inaktives Inclusion body Protein in grossen Mengen hergestellt werden kann. Nach
erfolgter Renaturierung bindet der PTH Rezeptor seinen Liganden und zeigt eine ausgeprégte
Sekundéarstruktur. Weitere Messungen miissen diese Daten festigen und noch ungeloste

Probleme klaren.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung und Etablierung von Methoden zur
Produktion ausreichender Proteinmengen des humanen Parathormonrezeptors. Durch die
rekombinante Uberexpression in Escherichia coli sollte dies ermdglicht werden. Focusiert
wurde hierbei die Expression in Form von funktionslosen Inclusion bodies.

Zunichst erfolgte die Klonierung des PTH-Rezeptorgens in verschiedene Vektorsysteme,
wobei fiir die unlosliche Expression die Vektoren pET 11a und pET 15b der Firma Novagen
verwendet wurden. Die Entscheidung fiel hierbei auf den Expressionsvektor pET 15b, da
dieser einen Histidin Tag besitzt der nachfolgende Reinigungen vereinfacht. Die
rekombinante Expression war anfangs sehr niedrig und eindeutig nur mittels Western Blot
nachweisbar. Verantwortlich hierfiir ist eine sehr niedrige Plasmidstabilitét, deren Ursache ein
schnell nachlassender Selektionsdruck ist. Massnahmen die zur Erhhung und Stabilisierung
des Selektionsdruckes beitrugen fiihrten auch zu einem massiven Anstieg der Proteinausbeute.
Mittels Fermentation besteht so die Moglichkeit ausreichend PTH-Rezeptor in Form von
funktionslosen Inclusion bodies herzustellen.

Die Renaturierung des PTH-Rezeptors erfolgte durch eine modifizierte Variante des Artificial
Chaperone Systems, wobei hier Ausbeuten von 30-50% an nativen l6slichen Proteins erreicht
wurden.

Durch die in der Arbeit etablierte Methode besteht nun die Mdglichkeit, den PTH-Rezeptor in
groeren Mengen als Inclusion bodies rekombinant herzustellen. Bei einer weiteren
Optimierung der Renaturierung wiére eine Steigerung der Ausbeute an nativen Rezeptor zu
erwarten. Vorteilhaft wire hier sicherlich ein Austausch der bisher verwendeten Detergentien
durch Lipidsysteme.

Die Arbeit stellt eine solide Grundlage zur weiteren Optimierung der Expression,
Renaturierung und Reinigung des PTH-Rezeptors dar, so dass in naher Zukunft eine

umfassende Charakterisierung durchfiihrbar wird.
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VII. Anhang

VII1.1. Mathematische Beschreibung der Wachstumskurve der Fermentation

(Abschnitt 111.1.2.3)
Die logistische Kurve beschreibt den Fermentationsverlauf, aber nicht die Faktoren, denen das
Wachstum unterliegt. Das Wachstum der bakteriellen Zellkultur muss als deren Verdanderung
beschrieben werden. Dies gelingt mit der Bildung des Differenzenquotienten Q der Funktion
b(t), der auch als durchschnittliche Verdnderung von b(t) bezeichnet wird. Dieser lautet dann

im Intervall von t (t; <t <tp)

Q[t1,t2]=w- [GI. 111.1.2.3.1]

Die durchschnittliche Verdnderung ist allerdings nur flir Intervalle wie dem gegebenen
erklirt. Um jedem Zeitpunkt t in der Fermentationsdauer eine Verdnderungsrate b’(t) der
Zellzahl b zuzuordnen muss die Funktion differenziert bzw. abgeleitet werden.
%:M [GI. 111.1.2.3.2]

T entspricht hier der durchschnittlichen Verdnderung aus Gleichung II1.1.2.3.1 fiir das
Zeitintervall [t, t + 1] (t>0), wobei T hier gegen Null tendiert, so dass das Zeitintervall auf
einen Zeitpunkt t zusammenschmilzt.

Man ist nun in der Lage, einen Zusammenhang zwischen der Verdnderungsrate b’(t) und dem
bakteriellen Wachstum b(t) herzustellen. Unter der Annahme, dass die Verdnderungsrate b’(t)
proportional dem Wachstum b(t) ist ergibt sich ein Proportionalititsfaktor P der beide GroB3en
in einer Differentalgleichung miteinander verkntipft

b'(t)=Pb(t) mit P>0 und t>0. [GI. 111.1.2.3.3]

Der eingefiihrte Proportionalititsfaktor P besitzt die Dimension einer Zeit. Mit Hilfe der
Differentialgleichung 1I1.1.2.3.3 1dsst sich das Wachstum der bakteriellen Zellkultur
beschreiben, allerdings erklirt diese Gleichung die Wachstumsstagnation nach beginnender
Promotorinduktion nicht. Man benétigt hierzu einen weiteren Faktor der auf der rechten Seite
der Gleichung installiert werden muss. Dieser Faktor muss einen Zusammenhang zwischen
beginnender Proteinproduktion und dem bakteriellen Wachstum herstellen. Leider liegen
hierzu keine ausreichenden experimentellen Daten vor, so dass dieser Zusammenhang
momentan nicht analytisch geklért werden kann. Durch Einfiihrung eines Faktors U der das
aufgezeigte Problem beriicksichtigt, lasst sich die Gleichung II1.1.2.3.3 dennoch dahingehend

erweitern.
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b(t) = Pb(t)—UEb(t)= Pb(t){l—?} [G. 111.1.2.3.4]

Man hat nun eine Differentialgleichung zur Verfiigung, die bei bekanntem funktionellem
Zusammenhang eine exakte Beschreibung des Fermentationsprozesses erlaubt. Eine mogliche
analytische Losung dieser Differentialgleichung ist die logistische Kurve L(t), die den
Wachstumsverlauf der bakteriellen Zellkultur in Abbildung recht gut beschreibt. Die

logistische Kurve stellt eine zentrale Funktion in der Populationsdynamik dar und lautet

folgendermaf3en:
a
L)z ——
) [+ explo_ct)] [GL.111.1.2.3.5]

Zur Losung mull man diese Gleichung nach den bekannten Regeln differenzieren. Als erste

dieser Regeln nutzt man die Quotientenregel mit

a = X(t),l + exp(b —ct) = y(t) [GL.111.1.2.3.6]
Dann gilt die Ableitung der elementaren Funktion x(t)

X®)=x{t)=0 [GL.111.1.2.3.7]
und fiir die Funktion y(t) die Summenregel

y(t) = y'(t) = (exp(b —ct)) ". [GL.111.1.2.3.8]
Dieser Ausdruck muss nun nach der Kettenregel weiter abgeleitet werden

y'(t) = exp(b—ct)(b—ct)’ [GL.111.1.2.3.9]

Die Summenregel liefert
y'(t) = exp(b —ct)(—c). [GI.111.1.2.3.10]
Die logistische Kurve ldsst sich nun mit der Quotientenregel und den abgeleiteten
Elementarfunktionen G1.I11.1.2.3.7 und GLIII.1.2.3.10 differenzieren
- X(t)y'(t) acxexp(b-ct)

y(t)? (1+exp(b—ct))*

Diese Ableitung beschreibt nun die Verdnderungsrate der logistischen Funktion an der Stelle

L'(t) = [GL111.1.2.3.11]

t>0. Zur besseren Interpretation des Ergebnisses rechnet man weiter

L'(t) = a & exp(b—ch [GL111.1.2.3.12]
I+exp(b—ct) 1+exp(b-—ct)
b Lex| - E®

L(UCX{I 1+exp(b—ct)} L(t)c {1 3 } [GL.111.1.2.3.13]

Hier zeigt sich nun, dass die logistische Kurve eine Losung der Differentialgleichung

I11.1.2.3.4 mit den Parametern P = c und U = a ist. Der Parameter c der logistischen Kurve ist
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dem Proportionalititsfaktor P und der Parameter a dem Faktor U gleichzusetzen. Beide
Parameter erhalten so eine biologische Bedeutung. Als letzte Grof3e deren Bedeutung noch
unklar ist, verbleibt noch der Parameter b in der logistischen Gleichung. Durch die Bedingung
des Zeitpunktes t = 0 am Fermentationsbeginn ldsst sich die Gleichung fiir die logistische

Kurve folgendermallen schreiben

LO =1 o) [G1.111.1.2.3.14]
b= ln[i—lj [GL.111.1.2.3.15]
L(0)

Der Parameter b ist also mit dem Anfangswert L(0) der Wachstumsfunktion verkniipft. Dieser
Anfangswert wird von der  Differentialgleichung zur  Beschreibung  des
Fermentationsverlaufes allerdings nicht mit erfasst.

Durch die Anwendung mathematischer Verfahren auf die experimentellen Daten des
bakkteriellen Wachstums im Fermenter ist es gelungen, eine Differentialgleichung in Form
der Gleichung III.1.2.3.4 zu finden, die den Mechanismus des Fermentationsprozesses
beschreibt. Als eine Losung dieser Gleichung konnte die logistische Kurve (GLIII.1.2.3.5) mit
den Parameter a = U und ¢ = P gefunden werden. Der Fermentationsprozess wird also durch
die Faktoren U und P gesteuert. Der Faktor U stellt einen Zusammenhang zwischen dem
bakteriellem Wachstum und der Proteinproduktion her, wihrend der Faktor P die

Replikationsrate beschreibt.
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VI1.2. Verwendete Abkirzungen

bp

CD
c-AMP
c-GMP
DTT
E.coli
GDP
GdnHC1
GLP

GSH
GSSG
GTP

HIC
HPLC
IMAC
LBR
MALDI-TOF
PCR

PTH
PTHR
RP-HPLC
SDS-Page

Basenpaare

Circulardicroismus

cyclisches Adenosin-5-monophosphat)
cyclisches Guanosin-5-monophosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli

Guanosin-5-diphosphat

Guanidinhydrochlorid

Glukagon-like-peptid

Glutathion reduziert (y-Glutamylcysteinylglycin)
Glutathion oxidiert

Guanosin-5-triphosphat

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Hochleistungsfliissigchromatographie
Immobilisierte Metallchelataffinitdtschromatographie
Ligandenbindungsregion

Matrix-assisted laser desorbtion ionization time-of-flight
Polymerase-Kettenreaktion

Parathyroid Hormon
Parathyroid-Hormon-Rezeptor

Umkehrphasen HPLC
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese



Worte des Dankes

An dieser Stelle sei allen Personen gedankt, die am Entstehen und Fortgang dieser Arbeit
Anteil hatten.

Herrn Prof. Dr. Rainer Rudolph mochte ich fiir die Vergabe des hochintressanten und
spannenden Themas danken. Weiterhin danke ich Ihm fur die Unterstlitzung, sowie flr die
zahlreichen Ideen und Vorschlage, die ich sicherlich nicht immer quantitativ befolgt habe,
obwohl sie sich sehr oft als duRRerst hilfreich erwiesen.

Besonders Bedanken mochte ich mich bei Frau Dr. Antje Kuntzsch, Frau Dr. Ariuna
Basazuren und bei Frau Dr. Ulla Grauschopf, flr die herausragende Betreuung und
Unterstiitzung in den ersten Monaten meiner Promotion.

Auch Herrn Dr. Hauke Lilie gebuhrt besonderer Dank. Mit Ihm konnte man jederzeit tber
Probleme die wahrend des Verlaufes der Arbeit auftraten konstruktiv diskutieren. So mancher
Losungsvorschlag oder experimentelle Ansatz erwies sich hierbei als ,,goldrichtig®.
Weiterhin verdanke ich Thm einen Einblick in die Geheimnisse der Proteinfaltung.

Frau Dr. Christine Magg danke ich fiir die konstruktiven Diskussionen biophysikalischer
Probleme und fiir die kritische Korrektur meiner Arbeit.

Herrn Dr. Norman Koglin danke ich fir die Durchfiihrung der Synthese und der Tritium
Markierung des PTH-Peptides sowie fir die Durchfihrung zahlreicher radioaktiver
Bindungsstudien.

Meinem ehemaligen ,,HiWi*“Christiane Harnisch mochte ich fur die Geduld und Ausdauer bei
der Durchfiihrung der zahlreichen Reinigungsexperimente danken.

Herrn Roman Dallige danke ich fir die interessanten Einblicke in das Computergestiitzte
Proteindesign und flr die Hilfe beim Erlernen der Programmierung.

Bedanken mdchte ich mich auch bei meinen ehemaligen Diplomandinnen Susann Schimmer
und Kathrin Schréder-Tittmann, und ich wiinsche Thnen fir Thre Promotion viel Erfolg.

Allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Proteintechnologie am Institut fir Biotechnologie gilt
mein besonderer Dank fiir die Schaffung einer angenehmen und kreativen Arbeitsatmosphare,
in der ich mich sehr wohlgefihlt habe.

Ein besonderer Dank geht an dieser Stelle an Frau Weichelt, die stets ein offenes Ohr und
Zeit fur die Probleme ,,ihrer groen und kleinen Kinder*hat und mit unkonventionellen
Entscheidungen so manches schwieriges Problem und Projekt geldst hat.

In bester Erinnerung wird mir die ,,Gruppe* bleiben, deren Gesellschaft ich in den
vergangenen Jahren sehr geschatzt habe, und die mir eine stetige Quelle der Aufmunterung
und Erheiterung war. Meinen Gru8 und Dank hiermit an: Christiane, Conny, Hilmar, Antje,
Roman, Christoph sowie an Alfred, Doreen und Susi.

Anja danke ich nicht nur fir die Geduld und das Verstandnis bei der Anfertigung dieser






Lebenslauf

Zur Person Jan Oschmann
geboren am 29. September 1972
in Rudolstadt
ledig

Ausbildungsweg

09/79 — 06/89 Besuch der Polytechnischen Oberschule“Johann Wolfgang
Doebereiner* in Rudolstadt/Schwarza

09/89 — 06/93 Berufsausbildung mit Abitur zum ,,Mess- und Regelmechaniker*

06/92 Abitur

06/93 Facharbeiterabschluss

10/93- 09/94 Ableistung des gesetzlichen Grundwehrdienstes

10/94 — 03/96 Berufstétigkeit als Mess- und Regelmechaniker

10/96 — 06/01 Studium der Biochemie am Fachbereich Biochemie/Biotechnologie der

Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

seit 10/01 Aufenthalt als wissenschaftlicher Mitarbeiter und Doktorand am Institut
fiir Biotechnologie der Martin-Luther-Universitit Halle
Anfertigung der vorliegenden Promotionsarbeit



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, dal3 ich mich bisher mit dieser Arbeit weder an der Martin-
Luther-Universitit Halle-Wittenberg, noch an einer anderen Einrichtung um die Erlangung
eines akademischen Grades beworben habe. Ich versichere weiterhin, dafl die vorliegende
Arbeit selbststidndig und nur unter Benutzung der angegeben Quellen und Hilfsmittel erstellt

wurde. Den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommene Stellen sind als solche
gekennzeichnet.

Halle (Saale), den



	Vorwort
	Inhaltsverzeichnis
	I. Einleitung
	I.1. Rhodopsin, ein Modell für G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
	I.2. Die molekulare Struktur G-Protein gekoppelter Rezeptoren und deren Klassifizierung
	I.3. Die Ligandenbindung und der Mechanismus der Signalweiterleitung in das Cytoplasma
	I.4. G-Proteine, intrazellulären Signalkaskaden und die Regulation der Rezeptorfunktion
	I.5. Der humane Parathormonrezeptor, seine Liganden und Funktion
	I.6. Problemstellung

	II. Material und Methoden
	II.1. Häufig verwendete Chemikalien, Enzyme, Standards, Proteine und Kitsysteme
	II.2. Geräte und Zubehör
	II.3. Bakterienstämme
	II.4. Plasmide und Vektoren
	II.5. Oligonukleotidsequenzen
	II.6. Zusammensetzung häufig verwendeter Puffersysteme und Lösungen
	II.7. Medien und Lösungen für die Kultivierung von Escherichia coli
	II.8. Molekularbiologische Methoden
	II.8.1. Isolierung und Reinigung von Plasmid DNA
	II.8.2. Polymerase Kettenreaktion (PCR)
	II.8.3. DNA Sequenzierung
	II.8.4. Transformation von Escherichia coli mit Plasmid DNA
	II.8.5. Plasmid Screening
	II.8.6. Isolierung der DNA- Fragmente aus Agarosegelen
	II.8.7. DNA Restriktionsverdau
	II.8.8. Dephosphorylierung
	II.8.9. Ligierung
	II.8.10. Agarose-Gelelektrophorese

	II.9. Proteintechnologische Methoden
	II.9.1. Kultivierung von Escherichia coli
	II.9.2. Rekombinante Proteinexpression
	II.9.2.1. Expressionstests
	II.9.2.2. Bestimmung der segregativen Plasmidstabilität
	II.9.2.3. Bakterielle Fermentation

	II.9.3. Proteingewinnung
	II.9.3.1. Isolierung der Inclusion bodies
	II.9.3.2. Solubilisierung der Inclusion bodies

	II.9.4. Chromatographische Vorreinigung und Konzentrierung
	II.9.4.1. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)
	II.9.4.2. Immobilisierte Metallchelatchromatographie (IMAC)

	II.9.5. PTHR Renaturierung

	II.10. Proteinchemische und analytische Methoden
	II.10.1. Analytische Reversed Phase Chromatographie (RP-HPLC)
	II.10.2. SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese
	II.10.3. Protein Transfer auf Membranen (Blot) und deren Detektion
	II.10.4. Bestimmung der Proteinkonzentration
	II.10.5. Massenspektrometrie
	II.10.6. N-terminale Sequenzierung von Proteinen
	II.10.7. Bestimmung der SDS Konzentration

	II.11. Biophysikalische Methoden
	II.11.1. Fluoreszenzspektroskopie
	II.11.2. Ligandenbindungsanalysen mittles Fluoreszenzspektroskopie (Fluoreszenztitrationen)
	II.11.3. Circulardichroismus


	III. Ergebnisse
	III.1. Herstellung des humanen Parathormonrezeptors (PTH1R)
	III.1.1. Klonierungsstrategien
	III.1.2. Rekombinante Proteinexpression
	III.1.2.1. Experimente zur Optimierung der Ausbeute an rekombinanten Rezeptorproteins
	III.1.2.2. Bakterielle Fermentation
	III.1.2.3. Auswertung der Fermentation
	III.1.2.4. Inclusion body Isolation
	III.1.2.5. Inclusion body Solubilisation

	III.1.3. Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen
	III.1.3.1. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)
	III.1.3.2. Immobilisierte Metallchelatchromatographie IMAC


	III.2. Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors
	III.2.1. Artificial Chaperone System

	III.3. Funktionelle und biophysikalische Charakterisierung des humanen PTH- Rezeptors
	III.3.1. Funktionelle Charakterisierung aufgrund von Fluoreszenzeigenschaften
	III.3.1.1. Ligandenbindung

	III.3.2. Circulardichroismus


	IV. Diskussion
	IV.1. Prokaryontische Expression des humanen Parathormonrezeptors in Escherichia coli
	IV.2. Bakterielle Fermentation
	IV.3. Renaturierung des humanen Parathormonrezeptors
	IV.4. Ligandenbindung

	V. Zusammenfassung und Ausblick
	VI. Ausgewählte Literatur
	VII. Anhang
	VII.1. Mathematische Beschreibung der Wachstumskurve der Fermentation
	VII.2. Verwendete Abkürzungen


