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2 Ergebnisse

2.1 Nachweis der erfolgreichen Expression der intrazelluliren Domine

Da die intrazelluldire Doméne des nAChR keine enzymatische Aktivitdt und keine
andere bekannte biologische Funktion besitzt, ist kein Aktivitats-Test zum Nachweis
des Proteins vorhanden. Daher ist es schwierig, die Expression des gewiinschten
Proteins nachzuweisen. Eine Detektion kann nur durch Auftrennung der erhaltenen
Proteinfraktionen iiber SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und anschlieBenden
Western-Blot erfolgen, bei dem das gesuchte Protein mit Antikérpern gegen einen
vorhanden ,,Tag® oder die intrazelluldre Schleife selbst nachgewiesen wird. Dabei
wird allerdings keine Aussage dariiber getroffen, ob das Protein im Expressionssys-

tem im nativen Zustand vorlag.

2.2 Expression in Insektenzellen

2.2.1 Baculovirus-Expression (pFastBac-Vektor)

In Sf9-Insektenzellen kann fremde DNA mit Hilfe von Baculovirus-Partikeln einge-
fiihrt werden. Baculoviren sind Retroviren, die bestimmte Insektenarten befallen
konnen. Durch genetische Verdnderung dieser Viren kann DNA in das Virusgenom
eingebracht werden, die nach Infektion der Zellen verstirkt abgelesen und in Pro-
teine iibersetzt wird.

In Abb. 16 ist die Vorgehensweise zur Herstellung der rekombinanten Baculoviren
dargestellt. Zunichst wird in das sog. Donor-Plasmid die gewiinschte DNA-Sequenz
insertiert. Dieses Plasmid wird in kompetente E. coli eingebracht, die die Bacmid-
DNA und notwendige Helferplasmide bereits enthalten. In diesen Bakterien erfolgt
die Rekombination der DNA-Sequenzen und mit Hilfe von Antibiotika kénnen Bak-
terien selektiert werden, die intakte Bacmid-DNA enthalten. Sobald einzelne Klone
mit rekombinanter Baculovirus-DNA identifiziert werden konnen, werden diese
Bakterien amplifiziert und die Virus-DNA aus ihnen isoliert. Mit der Bacmid-DNA
werden anschlielend die Sf9-Zellen transfiziert, die dann den Virus exprimieren. Der
Virus muss liber mehrere Stufen amplifiziert werden, auf jeder Stufe wird die Kon-
zentration der Viruspartikel bestimmt. Bei einem geniigend hohen Virustiter kdnnen
die Insektenzellen zur Expression des gesuchten Proteins mit dem rekombinanten

Virus infiziert werden.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Herstellung rekombinanter
Baculoviren mit Hilfe des Bac-To-Bac-Systems. Das Schema wurde dem Handbuch der Firma
Invitrogen entnommen.

Aus vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe waren Baculoviren fiir die Ex-
pression der intrazelluldiren Doméne der a- und der y-Untereinheit des Torpedo ca-
lifornica-nAChR als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase (GST) bereits vor-

handen.>*

Diese Virenstimme mussten weiter amplifiziert werden, bevor eine
erfolgreiche Infektion der Insektenzellen zur Expression der gewiinschten Proteine
erfolgen konnte. Durch die Fusion mit einem anderen Protein sollten die Detektion
und vor allem die Reinigung des exprimierten Konstruktes erleichtert werden. Das
Enzym GST bindet an sein natiirliches Substrat Glutathion, wodurch man eine Rei-
nigung mit einer Affinitdtschromatographie iiber an einer Matrix gebundenes Glu-
tathion durchfiihren kann.

In zahlreichen Expressionsversuchen wurden teilweise bis zu 50 pg/ml (Abschitzung
nach Coomassie-Farbungen von SDS-Gelen) des gesuchten Proteins gefunden. Das
Protein war allerdings in Reinigungspuffer ohne Detergenz unldslich und blieb nach
der Zentrifugation im unloslichen Teil des Zellhomogenats. Bei Verwendung von
1 % SDS im Homogenisierungspuffer wurde das Protein nicht an die Affinitdtsmat-
rix gebunden. Ein Beispiel fiir dieses Ergebnis zeigt Abb. 17. Eine Reinigung iiber

die Glutathion-Siule war aus diesen Griinden nicht mdglich.
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Abbildung 17: SDS-PAGE (links) und Western-Blot (rechts) eines Aufarbeitungs-Versuches des
Fusionsproteins aus GST und der intrazelluléiren Schleife der a-Untereinheit (Torpedo californi-
ca) aus Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen. In Spur 1 ist jeweils das komplette Zellhomogenat aufge-
tragen, in Spur 2 die Waschlosung nach Durchlauf durch die Glutathion-Sdulenmatrix. Das SDS-Gel
ist mit Silber gefdarbt worden, auf dem Western-Blot wurde mit Hilfe der Alkalischen-Phosphatase-
Reaktion spezifisch die a-Schleife mit einem monoklonalen Antikdrper (von S. Tzartos, Athen,
Griechenland) angeférbt. M: Molekulargewichts-Standard

Das Protein aggregierte anscheinend in den Zellen, eventuell indem es an intrazellu-
laren Membranen, z. B. im ER, hdngen blieb oder aber von den Zellen in Komparti-
mente ,,eingepackt wurde. Diese Membranen sollten aus den Zellen isoliert und
damit das gesuchte Protein auf einfachere Weise erhalten werden. Daher wurden
Membranpriparationen mit verschiedenen Homogenisationspuffern durchgefiihrt
(Details siehe Kapitel 5.9), um mit dieser Methode bestimmte Membranbereiche der
Insektenzellen zu isolieren und dabei das Fusionsprotein in einer oder mehreren
Fraktionen anzureichern. Das Protein wurde jedoch immer iiber alle Fraktionen ver-
teilt gefunden (siche Abb. 18). Da keine Anreicherung im Sucrosegradienten in einer

Fraktion gezeigt werden konnte, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

In der Immunfluoreszenz von infizierten Zellen zeigte sich nach drei Tagen das
exprimierte Protein innerhalb der Zellen mit deutlicher Fluoreszenz-Intensitat, wahr-

scheinlich an intrazelluliren Membranen aggregiert (siche Abb. 19).
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Abbildung 18: SDS-PAGE einer Membranpriparation von Sf9-Zellen nach Expression der in-
trazelluldren Schleife der a-Untereinheit als Fusionsprotein mit GST. Das Gel wurde mit Coomas-
sie gefarbt. Spur 1: komplettes Zellhomogenat, Spur 2: Pellet der Praparation, Spuren 3 - 18: Fraktio-
nen des Sucrosegradienten, M: Molekulargewichts-Standard. Die Proteinbande, die in allen Fraktionen
hochstwahrscheinlich das Fusionsorotein enthilt. ist markiert.

Abbildung 19: Indirekte Immunfluoreszenz von Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen. Gezeigt sind
Aufnahmen mit einem konfokalen Mikroskop. Die Fluoreszenz zeigt die intrazelluldre Schleife der a-
Untereinheit.

Fiir die Expression der intrazelluldren Schleifen der anderen beiden Untereinheiten
musste die DNA erst in den Baculovirus eingebracht (B-Untereinheit) bzw. der
Vektor kloniert und die DNA dann in den Virus {iberfithrt werden (6-Untereinheit).

Um die DNA fiir die Schleife der 8-Untereinheit in den Vektor zu bringen, wurde
sowohl der Vektor als auch die gewiinschte DNA-Sequenz mit den Restriktionsen-
zymen EcoR V und Hind III geschnitten. Diese Sequenz wurde vorher mit entspre-
chenden Primern mit Hilfe der PCR amplifiziert. Die Herstellung des richtigen Vek-
torkonstruktes wurde mittels Verdau in charakteristische Bruchstiicke (sieche Abb.

20) und auBerdem durch Sequenzierung iiberpriift.
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Abbildung 20: Agarosegele des Kontrollverdaus der neu hergestellten pFastBacGST-Plasmide
mit der intrazelluliiren Schleife der 3-Untereinheit. Zu sehen ist ein 1 %iges Agarosegel zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten der Elektrophorese. Drei Klone des pFastBacGST-Plasmides mit der DNA
fiir die intrazelluldre Schleife der &-Untereinheit wurden parallel mit den Enzymen EcoR V und
Hind III verdaut (Spuren 1 - 3). Zu sehen ist das herausgeschnittene Fragment bei knapp unter 500 bp
und der linearisierte Vektor bei etwa 5,5 kb. M: Molekulargewichts-Standard.

Die Viruspartikel wurden iiber mehrere Stufen amplifiziert und der Virustiter mit
Hilfe eines Tests der Firma Life Technologies zur einfacheren Bestimmung der Vi-
ruskonzentration auf jeder Stufe ermittelt. Dazu wurden in einer Mikrotiterplatte
gesunde Insektenzellen ausgesdt und mit Verdiinnungen der Viruslosung inkubiert.
Nach 45 h wurden die Zellen fixiert und die infizierten Zellen mit Hilfe eines Anti-
korpers gegen ein Virusprotein sichtbar gemacht. Anschlieend erfolgte eine Aus-
zahlung der gefirbten Zellansammlungen unter dem Mikroskop. Dieser Vorgang
wurde nach jedem Amplifikationsschritt wiederholt. Nach Erreichen einer ausrei-
chenden Viruskonzentration wurden einige Expressionen durchgefiihrt. Dabei lag der

Fokus auf der 6-Untereinheit, da dort insgesamt vier Phosphorylierungsstellen liegen.

Nach diesem Verfahren konnte auch mit geniigend groer Virusmenge keine Expres-
sion des gewiinschten 3-Loop-Proteins erreicht werden. Die Insektenzellen starben
ab, bevor eine Expression des gesuchten Proteins nachweisbar war. Eventuell war
das zu exprimierende Fusionsprotein unter den Bedingungen der Baculovirus-Infek-
tion toxisch fiir die Zellen. Deshalb wurde ein neuer Ansatz verfolgt. Die Proteine
sollten mit einem Signalpeptid versehen exprimiert werden. Dieses Signal sollte da-
fiir sorgen, dass das Protein nach der erfolgreichen Expression aus der Zelle trans-
portiert wird. Damit wére eine Reinigung des Proteins aus der Losung im Zellkul-
turmedium sehr viel einfacher, da auerdem ein ,,Tag® zur Bindung des Proteins an

eine Affinitidtschromatographie-Séule eingebaut wird.
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2.2.2 Baculovirus-Expression (pBSV-8His-Vektor)
Der hier verwendete Vektor enthilt ein Sekretionssignal, welches den Export des
exprimierten Proteins aus der Zelle veranlassen soll.">) AuBerdem wird der Hisg-Tag
an das Protein synthetisiert, der am N-Terminus des Proteins eine Folge von acht
Histidinresten beinhaltet, die einen stabilen Chelatkomplex mit zweiwertigen Me-
tallionen bilden. Mit Hilfe einer Ni*'-Affinitits-Saule konnen diese Proteine aus
einer Losung isoliert und anschlieBend mit Imidazol-enthaltendem Puffer von der
Sédule eluiert werden.
Als erstes Konstrukt wurde hier der Vektor mit der Sequenz fiir die intrazelluldre
Schleife der 6-Untereinheit hergestellt. Dabei wurden die Restriktions-Schnittstellen
der Enzyme Xma I und Pst I verwendet, um die gewiinschte DNA-Sequenz an defi-
nierter Stelle in den Vektor einzusetzen. Das DNA-Stiick wurde wiederum mit Hilfe
der PCR hergestellt und die Richtigkeit des Konstruktes durch Kontrollverdau (sieche
Abb. 21) und durch Sequenzierung nachgewiesen.

bp M 1 2

Abbildung 21: Herstellung des pBSV-8His-Plasmides mit der DNA
fiir die intrazelluliire Schleife der 8-Untereinheit. Gezeigt werden
die Ergebnisse der PCR zur Herstellung des DNA-Fragmentes fiir die
intrazelluldre 8-Schleife (Spuren 1 und 2). M: Molekulargewichts-Stan-
dard.
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AnschlieBend wurde die Baculovirus-DNA in linearisierter Form mit dem Vektor in
Sf9-Insektenzellen co-transfiziert und durch mehrere Selektionsschritte der entspre-
chende Virus hergestellt und liber mehrere Amplifikationen vermehrt. Es zeigte sich
jedoch bei den Expressionsversuchen keinerlei Expression des gewlinschten Proteins.
Der rekombinante Virus war von Anfang an mit Wildtyp-Virus verunreinigt, der sich
iiber die Amplifikationen deutlich besser vermehrt hatte und schlieBlich den
rekombinanten Stamm vo6llig verdringt hatte. Dadurch war in der verwendeten
Baculovirus-Losung keine DNA zur Expression des gesuchten Proteins vorhanden.
Eine derartige Verunreinigung entsteht haufig durch Schwierigkeiten bei der ersten
Selektionsstufe der Herstellung des rekombinanten Virus. Bei diesem Schritt werden
einzelne Ansammlungen von Zellen aus der Monolayer entnommen und auf die

Expression des gesuchten Proteins getestet. Dabei kann es leicht vorkommen, dass
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man Zellen untersucht, von denen einige mit dem rekombinanten, andere mit dem

Wildtyp-Virus infiziert sind.

2.2.3 Transfektion von Sf9-Zellen

Da das Baculovirus-System nach der Infektion zum schnellen Tod der Insektenzellen
fiihrte, wurde ein anderer Vektor getestet, der eine direkte Transfektion der Zellen
ermoglicht. Die DNA sollte mit Hilfe des Vektors pMIB/V5-His unmittelbar in die
Zellen gebracht werden, nicht iiber die Infektion mit einem Virus. Der Vektor er-
zeugt ein Fusionsprotein aus der eingesetzten DNA mit einem Hisq-Tag und einem
V5-Tag. Die Sequenz des V5-Tags dient dem besseren Nachweis des Proteins.

Hier wurde erneut die kodierende DNA fiir die intrazelluldre Schleife der 8-Unter-
einheit in den neuen Vektor eingebracht. Dazu wurden die im Vektor vorhandenen
Schnittstellen der Restriktionsenzyme Sph I und Xba I verwendet. Das DNA-Stiick
wurde mit Hilfe der PCR mit Primern, die ebenfalls die Sequenzen fiir diese Schnitt-
stellen enthielten, synthetisiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde tiber Restriktions-
verdau zu charakteristischen Bruchstiicken (siehe Abb. 22) und durch Sequenzierung
nachgewiesen.

Abbildung 22: Herstellung der DNA-Fragmente fiir die intrazelluliire
6-Schleife. Gezeigt sind die durch PCR hergestellten DN A-Stiicke mit
knapp 500 bp (Spur 1 und 2). M: Molekulargewichts-Standard.

Zunichst wurden geringe Mengen von Insektenzellen in kleinen Petrischalen ausge-
sdat und mit Hilfe des Lipid-Reagenzes SuperFect mit der DNA transfiziert. Drei
Tage lang wurden diese Zellen mit dem normalen Medium gefiittert, bevor das se-
lektierende Antibiotikum Blasticidin zugegeben wurde. Jetzt konnten nur Zellen, die
das Vektorkonstrukt enthielten, weiter wachsen. Zunéchst gediehen die Zellen in
grofler Zahl sehr gut, bis nach zwei Wochen plétzlich fast alle abstarben. Erst nach
vier bis fiinf Wochen hatten sich die wenigen iiberlebenden Zellen soweit erholt, dass
sie sich entsprechend vermehrt hatten, um sie in grofere Kulturflaschen subkultivie-
ren zu konnen. SchlieBlich wurden von den Zellen sowohl Monolayer- als auch
Schiittelkulturen angesetzt, die auf der Suche nach dem gewlinschten Protein aufge-

arbeitet wurden. Auch das Zellkulturmedium wurde auf das Fusionsprotein hin ge-
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testet. Hier wurde allerdings kein exprimiertes Schleifen-Protein gefunden. Aus den
Zellen wurde Homogenat in einem Phosphatpuffer hergestellt, das iiber eine Ni*'-
Affinitéts-Sdule gegeben wurde. In der Elutionsfraktion konnte das gesuchte Protein
nachgewiesen werden, allerdings nicht in reiner Form. Da Insektenzellen viele endo-
gene Histidin-reiche Proteine besitzen, wurden diese auch an die Sdule gebunden und
anschlieBend ebenfalls eluiert. Ein Beispiel fiir die Ergebnisse der Reinigungsversu-
che des rekombinanten Proteins iiber eine Ni*'-Affinitits-Saule aus den stabil trans-

fizierten Zellen zeigt Abb. 23.
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Abbildung 23: Versuch der Reinigung des exprimierten Proteins iiber Ni**-Affinititschroma-
tographie. Links: Coomassie-gefirbtes SDS-PAGE der Elutionsfraktionen 1 bis 4 der Ni*"-Affinitits-
sdule (Spuren 1 bis 4). Rechts: ECL-Féarbung des Western-Blots dieser Proteine. Verwendet wurde ein
Antikorper gegen den V5-Tag des Fusionsproteins. M: Molekulargewichts-Standard.

Uber Immunfluoreszenz-Aufnahmen der transfizierten Zellen konnte gezeigt werden,
dass das Protein in den Zellen hergestellt wurde, aber in bestimmten Bereichen stark
autkonzentriert ist. In Abb. 24 sind Beispiele fiir die dicht zusammengelagerten und

eventuell in Membranen gehiillten Proteine in den Sf9-Zellen zu sehen.

Abbildung 24: Indirekte Im-
munfluoreszenz  von  stabil
transfizierten Sf9-Zellen. Dic
Abbildung zeigt Aufnahmen mit
einem Fluoreszenzmikroskop.

Die Zellen wurden mit einem
Antikorper gegen den V5-Tag des
Fusionsproteins behandelt.
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2.3 Expression in Escherichia coli

Da die Expression in Insektenzellen nicht die gewiinschte Ausbeute des Proteins
erbrachte, wurde die Herstellung des gesuchten Proteins in Bakterien begonnen.

Es wurden Vektoren zur Expression mit den Sequenzen fiir die intrazelluldre Schleife
der 6-Untereinheit und der a7-Untereinheit verwendet. Die Konstrukte fiir die o-
Schleife wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. V. Tsetlin
(Shemyakin-Ovchinnikov-Institut fiir Bioorganische Chemie, Moskau, Russland)
bereitgestellt, die Konstrukte fiir o7 wurden selbst hergestellt.

Basierend auf der Uberlegung, dass eventuell an den kompletten Schleifen-Sequen-
zen die Enden Bereiche sind, die nicht mehr zu der autonom faltenden Domine ge-
horen oder aber normalerweise durch Membrannéhe beeinflusst werden und ohne
Membran zum Aggregieren neigen konnten, wurden neue DNA-Konstrukte herge-
stellt. Wenn man diese Stiicke aus dem Expressionsprodukt entfernt, sollte das Pro-
tein eventuell besser 16slich sein und weniger aggregieren. Da Bakterien eine bessere
Expressionsausbeute bei loslichen - und damit den Stoffwechsel nicht so sehr storen-
den - Proteinen zeigen, sollte sich auch die Menge des exprimierten Proteins vergro-
Bern. Daher wurden verkiirzte Versionen der beiden Schleifen hergestellt, die bessere
Ergebnisse zeigen konnten als die Konstrukte mit voller Lange. So wurden am C-
und N- Terminus von o7- und 8-Schleife zehn bzw. sieben Aminosduren weggelas-
sen. Bei der Sequenz der a7-Untereinheit wurden am C-Terminus weitere Verkiir-

zungen um 19 bzw. 29 Aminosduren vorgenommen (siche Abb. 25).

e 3 Q 8

- 152 AS = = 142AS

HHH... ...VVDR HFR... R
- A - TAS

GKM... ...VVDR HVL...
-7AS -10AS -10AS
...CSE ...VGN
-7AS -19AS .
..RCQ Abbildung 25: Schema der hergestellten
Konstrukte der a7-Schleifen (links) und 8-

-7AS _EVR -29AS Schleifen (rechts).

Oben sind jeweils die kompletten Langen ge-
zeichnet, darunter die jeweiligen verkiirzten
HHH... ...CSE Sequenzen_

-19AS

..RCQ

e - 20 AS
...EVR
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2.3.1 Expression der d-Schleife

In zwei verschiedenen Vektoren der pET-Reihe (Firma Novagen) wurden die kom-
plette intrazelluldre Schleife und zwei verkiirzte Versionen eingesetzt. Das vollstin-
dige Konstrukt lag in pET-15b vor, wodurch ein Fusionsprotein mit einem Hisg-Tag
entstehen sollte. Die beiden um sieben (N-Terminus) und zehn Aminosduren (C-Ter-
minus) verkiirzten Versionen lagen in pET-28a vor, ebenfalls mit einem N-termina-
len Hise-Tag. Die Plasmide wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. V. Tsetlin
(Shemyakin-Ovchinnikov-Institut fiir Bioorganische Chemie, Moskau, Russland) zur

Verfligung gestellt und sequenziert.

kbp Abbildung 26: Agarose-Gelelektrophorese der gereinigten Plasmide
pET-282a/8-7N (Spur 1) und pET-28a/6-10C (Spur 2).
Die Plasmide wurden mit dem Enzym Xho I verdaut, um die Grofe der
Konstrukte beurteilen zu kdnnen. M: Molekulargewichts-Standard.

Ausreichende Mengen der Plasmide wurden aus Bakterien isoliert, bevor die Expres-
sion gestartet wurde. Erste Expressionsversuche im kleinen Maf3stab waren aber
nicht erfolgreich. Ein moglicher Grund hierfiir ist, dass das Plasmid vor Beginn der
Expression wieder aus den Bakterien ausgestofen wurde. Wenn die eingebrachte
DNA den Stoffwechsel der Bakterien irgendwie behindert, versuchen sie das Plasmid

moglichst schnell wieder auszuschleusen.

2.3.2 Expression der a7-Schleife

Die verschiedenen Konstrukte wurden in den Vektor pGEX-4T-1 (Firma Amersham
Pharmacia Biotech) eingesetzt. Der Vektor enthilt die DNA-Sequenz des Enzyms
Glutathion-S-Transferase (GST), das als Fusionsprotein mit den entsprechenden in-
sertierten Sequenzen exprimiert wird. Uber dieses Protein kann sowohl der Nachweis
mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen GST, als auch die Reinigung des Fu-
sionsproteins erfolgen. Die Sequenzen mit kompletter Ladnge und insgesamt sieben
gekiirzte Versionen wurden durch die entsprechenden Primer mit Hilfe der PCR pro-
duziert. Zum Einsetzen der Sequenzen in den Vektor wurden die Restriktionsenzyme
EcoR I und Xho I verwendet, mit denen sowohl die PCR-Produkte als auch der

Vektor geschnitten wurde. Nach der Ligation, Transformation in die Bakterien und
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Selektion der Kolonien mit der entsprechenden Antibiotikum-Resistenz wurde die
aus den Bakterien isolierte DNA auf ihre Richtigkeit untersucht (siche Abb. 27).

kbp M 1 2 3 4 5 6 7 8 Abbildung 27: Herstellung der verschiedenen Konstru-
kte mit DNA der intrazelluliren Schleife der a7-Unter-
einheit. Gezeigt sind einige zur Kontrolle verdaute Plasmi-

g‘: de fiir vier verschiedene Konstrukte auf einem 1 %igen
2— Agarosegel (Spuren 1 - 8). M: Molekulargewichts-
1 ,61/: Standard.
0,5—

Anschlieend wurden Plasmide sequenziert. Die Sequenzen aller acht Plasmide wa-
ren korrekt. Es wurde mit kleinen Probeexpressionen begonnen. Die DNA wurde in
den entsprechenden Bakterienstamm (BL21 (DE3)) zur Expression eingebracht. In
Volumina von je 4 ml Medium wurde eine Expression der Konstrukte fiir 3,5 h durch
Induktion mit IPTG gestartet. Uber SDS-PAGE und Western-Blot wurde nach Auf-
schluss der Bakterien nach den gewiinschten Expressionsprodukten gesucht. Durch
Anfirben der Blotmembran mit Hilfe eines Antikorpers gegen die Glutathion-S-
Transferase konnte gezeigt werden, dass die gesuchten Proteine tatséchlich syntheti-
siert worden waren (siche Abb. 28). Unter denselben Bedingungen ohne Induktion

der Expression mit IPTG wurde keine Expression des Fusionsproteins detektiert.
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Abbildung 28: Probeexpression in E. coli.

SDS-PAGE (links) und Western-Blot (rechts) von Bakterienhomogenaten.

Spur 1: ohne Induktion mit IPTG, Spur 2: Expression der a7-Schleife (komplett),

Spur 3: a7-Schleife -10 AS am C-Terminus, Spur 4: a7-Schleife -19 AS, Spur 5: a7-Schleife -29 AS,
M: Molekulargewichts-Standard.

Die Expression in einem grofleren Volumen Medium und auch in anderen Medien
erwies sich in mehreren Versuchen als nicht erfolgreich. Bei einigen Expressionen
wurde zumindest eine kleine Menge des gesuchten Proteins gefunden. Es wurden
dann verschiedene Methoden zur Aufreinigung der Proteine getestet, die aber auch

keine akzeptable Ausbeute an Protein erbrachten. Ein Beispiel eines Reinigungsver-
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suches iliber Glutathion-Sepharose zeigt Abb. 29. Die exprimierten Proteine wurden

wahrscheinlich durch Proteasen verdaut.
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Abbildung 29: Versuch der Reinigung des GST-Fusionsproteins iiber eine Glutathion-Sepha-
rose-Siule. SDS-PAGE (links) und Western-Blot (rechts) von Bakterienhomogenat (Spur 1) und
Elutionsfraktionen 1 bis 5 von der Glutathion-Sepharose-Séule (Spuren 2 - 6). Das Gel wurde mit
Coomassie gefirbt, der Blot mit Hilfe eines anti-GST-Antikorpers und der Alkalischen-Phosphatase-
Reaktion. In Elutionsfraktion 2 und 3 (Spuren 4 und 5) wurden kleine Fragmente des gesuchten Pro-
teins gefunden. Das komplette Fusionsprotein hat eine Grofle von knapp 40 kDa.

M: Molekulargewichts-Standard.

Als weitere Variante wurde ein von den bisher verwendeten stark abweichendes Ex-
pressionsprotokoll getestet. Die Bakterien (BL21 (DE3)) wurden frisch mit den
Plasmiden fiir das komplette Konstrukt und die am stérksten verkiirzte Version trans-
formiert. AnschlieBend erfolgte eine sehr kurze Expressionszeit von nur 1,5 h bei
sehr niedriger Temperatur (25 °C) und die Aufarbeitung der Bakterien mit einem
Puffer, der einen hohen Anteil an Sucrose enthielt. Der Zuckergehalt des Puffers
sollte die Proteine besser stabilisieren und vor dem Aggregieren bewahren. Nach
Aufschluss der Bakterien entstand ein klares Homogenat, das iiber eine Glutathion-
Sepharose-Sdule gegeben wurde. An diese Sdulenmatrix sollte nur das exprimierte
Fusionsprotein binden. Nach der Elution und Analyse der Eluatfraktionen iiber ein
SDS-PAGE-Gel und Western-Blot konnte die Expression der gewlinschten Proteine

nachgewiesen werden (siche Abb. 30).
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Abbildung 30:Expression in BL21 (DE3).

SDS-Page (oben) und Western-Blot (unten) von Bakterienhomogenat (Spuren 2(Gel) bzw. 1(Blot)
und 9(Gel) bzw. 6(Blot)), Durchlauf der Siule (Spuren 3 bzw. 2 und 10 bzw. 7), Elutionsfraktionen 1
bis 3 (Spuren 4 - 6 bzw. 3 - Sund 11 - 13 bzw. 8 - 10). Links ist jeweils das komplette o7-Konstrukt
zu sehen, rechts das um 7 AS am N-Terminus und 29 AS am C-Terminus verkiirzte Konstrukt. Das
Gel wurde mit Coomassie gefarbt, vom Blot ist die ECL-Féarbung mit einem anti-GST-Antikorper
abgebildet. M: Molekulargewichts-Standards.

Hier sind die Protein-Banden der Fusionsproteine gut in den Elutionsfraktionen
(Spuren 4 - 6 und 11 - 13) im Gel und in allen Fraktionen im entsprechend Antikor-
per-gefiarbten Western-Blot zu erkennen. Der Proteingehalt der Fraktion von Spur 5
betrug 30 pg. Allerdings ist auch zu sehen, dass eine groflere Menge GST ohne das
N-terminal angehédngte Protein von der Séule eluiert wurde. In den Bakterien scheint
durch Proteasen das frisch hergestellte Protein gespalten oder nicht vollstindig
exprimiert worden zu sein. Wéhrend der Reinigung waren stindig grof3e Konzentra-
tionen Protease-Inhibitoren vorhanden. Die Proteinbande mit dem hdchsten Protein-
gehalt an Fusionsprotein (Spur 5 des in Abb. 30 gezeigten Gels) wurde aus dem Gel
geschnitten. Das Protein wurde tryptisch verdaut und die entstandenen Peptide mit
Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie analysiert (siche Abb. 31). Durch Massen-
Fingerprint und teilweise Sequenzierung eines C-terminalen Peptids konnte das Fu-

sionsprotein eindeutig identifiziert werden.
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Abbildung 31: MALDI-TOF-Spektrum des gereinigten Fusionsproteins aus E. coli. Gezeigt ist
ein Ausschnitt aus dem Gesamtspektrum, in dem die eindeutig identifizierten Peaks der Peptide mit
ihren m/z-Verhéltnissen markiert sind. Es wurden Peptide aus dem gesamten Bereich des Fusions-
proteins gefunden. Das Peptid mit m/z = 758,44 wurde mittels Peptid-Mass-Fingerprint sequenziert.
Es handelt sich hierbei um den C-Terminus des Proteins mit der Sequenz ILEEVR.

Auch die Experimente mit einem anderen Bakterienstamm (NM522) zeigten die Ex-
pression der Proteine, allerdings in viel kleinerer Menge als bei BL21 (DE3) (siche
Abb. 32). Dafiir wurde aber das jeweilige Fusionsprotein in groferem Anteil ,,als
Ganzes* von der Sdule eluiert, es ist kaum GST allein nachzuweisen. Eine mdgliche
Begriindung dafiir ist, dass in diesem Bakterienstamm die Proteasen nicht so aktiv

wie in BL21 (DE3)-Zellen sind.



Ergebnisse 30

1 MM 2 3 4 5 6 MM 7 8 9 10 11

kDa re kDa
. ' . = 200
- 116
- — — 66
: e — 45
45 — T E T — -
S =kl
- o
- == |
30— v — —Q E - 215
e —— L —
1 2 3 4 56 7 8 9 101
kDa : kDa
66 — — 66
—45
45—
- e - - D - 31
30— 3 —
—-215

Abbildung 32: Expression in NM522.

SDS-Page (oben) und Western-Blot (unten) von Bakterienhomogenat (Spuren 2 und 7(Gel) bzw. 1
und 7(Blot)), Durchlauf der Séule (Spuren 3 bzw. 2 und 8), Elutionsfraktionen 1 bis 3 (Spuren 4 - 6
bzw. 3 - 5und 9 - 11). Links ist jeweils das komplette a7-Konstrukt zu sehen, rechts das um 7 AS am
N-Terminus und 29 AS am C-Terminus verkiirzte Konstrukt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt,
vom Blot ist die ECL-Farbung mit einem anti-GST-Antikérper abgebildet. M: Molekulargewichts-
Standards.

Bei dem Versuch, die Expression nach derselben Vorschrift exakt zu wiederholen,
zeigten sich die folgenden Probleme. Das Lysat der Bakterien wurde nicht als klare
Losung erhalten, wodurch sich die Reinigung iiber die Glutathion-Sepharose sehr
schwierig gestaltete (siche Abb. 33). Im Lysat waren noch viele Proteine aggregiert,
weswegen keine Bindung an die Sdulenmatrix stattfinden und damit auch keine Rei-

nigung des gesuchten Proteins erfolgen konnte.
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Abbildung 33: SDS-PAGE ciner Aufarbeitung von Bakterien entsprechend dem vorher erfolg-
reichen Protokoll. Zu sehen sind die aufgetragenen Proteine des Uberstands und des Pellets des Bak-
terienlysats (Spur 1 und 2), der Durchlauf und die Waschlosung der Glutathion-Sepharose-Séule (Spur
3 und 4) und die vier Elutionsfraktionen (Spuren 5 - 8). Es wurde kaum exprimiertes Fusions-protein
in den Elutionsfraktionen gefunden. M: Molekulargewichts-Standard.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bedingungen fiir die Bakterienexpression weiter
zu optimieren sind, bevor eine groBere Menge des gesuchten Proteins auf einmal
hergestellt werden kann. SchlieBlich wurde die Expression der GST-Fusionsproteine
eingestellt, es sollen in Zukunft Fusionsproteine mit dem Maltose-Binding-Protein
(MBP) hergestellt werden. Diese Konstrukte sollen bessere Loslichkeit und Renatu-

rierung der Proteine zeigen.
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2.4 Expression in zellfreien Systemen

Fiir problematisch zu exprimierende Proteine, die eventuell sogar toxisch auf die
Wirtszelle wirken konnen, gibt es die Moglichkeit, die Expression im kleineren MaB3-
stab im zellfreien System durchzufiihren. Dabei wird ein Lysat von E. coli verwen-
det, das von den natiirlichen Nuklein- und Aminosduren befreit worden ist. Dieses
Lysat enthélt aber alle zur Transkription und Translation notwendigen Enzyme. Die
benotigten Amino- und Nukleinsduren sowie energieliefernde Substanzen werden
vor Reaktionsbeginn zugegeben. Dieses System ermoglicht eine grofle Variabilitit
der Expressionsbedingungen und damit auch die Herstellung auf anderem Weg nur
mit hohem Aufwand herzustellender Proteine. Allerdings schwankt die zu exprimie-
rende Proteinmenge je nach verwendetem System zwischen wenigen pg/ml und bis

zu Smg/ml.

2.4.1 Rapid Translation System™ (Roche)

Die Firma Roche vertreibt ein System, mit dessen Hilfe man in einfachen Schritten
Proteine herstellen konnen sollte. Dabei wird ein optimiertes E. coli-Lysat eingesetzt,
zu dem die verschiedenen Pufferlésungen mit den notwendigen Substanzen und die
gewiinschte DNA gegeben werden. Das zu exprimierende Gen sollte in einem Vek-
tor unter Einfluss eines T7-Promotors und -Terminators stehen. Auflerdem muss die
Ribosomen-Bindungsstelle in der mRNA vorhanden sein. In einer gekoppelten
In vitro-Reaktion wird zunichst das Gen von der T7-Polymerase in mRNA umge-
schrieben, anschliefend wird das Protein mit Hilfe der Ribosomen des Lysates nach
der Sequenz der RNA synthetisiert. Das Protein sollte nach einigen Stunden Reak-

tion aus dem Lysat isoliert werden kdnnen.

o P DIPDO Abt')ll(;lung 34: Schema de.r In vitro-Tran-
- transeription skription und -Translation. Darstellung
geng . .
b ; der Firma Roche zur Erlduterung des Sys-
mRNA tems der zellfreien Expression von Pro-
. teinen.
B T
—&S -:.’.H._.'
ribosomes rotein
{and fnbosormad fachors Ik\""?
IRMAS, syninelases
Hrnin;: d:T:I:n :3|11|:r-.]-(: The scheme of

cell-free expression
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Laut Herstellerangaben konnen in diesem System auch herkdmmliche Vektoren von
der Expression in E. coli verwendet werden. Es ist jedoch vorteilhaft, das ge-
wiinschte Gen in die fiir die in vitro-Reaktion optimierten Vektoren umzuklonieren.
Fiir die ersten Versuche wurden die bereits vorhandenen Plasmide mit den Genen fiir
die intrazelluldren Schleifen der 8- und der a7-Untereinheit benutzt. Dazu wurden
50 pl-Ansitze nach der Vorschrift der Firma Roche vorbereitet. Beim ersten Versuch
wurden insgesamt acht Reaktionen gestartet:

o eine Positivkontrolle mit einem mitgelieferten GFP-Plasmid (zur Uberpriifung

der korrekten Vorbereitungen)

o drei Reaktionen mit den 8-Schleifen-Konstrukten und

o vier verschieden lange Konstrukte fiir die a7-Schleife.
Es hat sich gezeigt, dass bei der Vorbereitung der Reaktionen besonders sauberes
Arbeiten notwendig ist, da sonst RNAsen in die Losungen gelangen koénnen und
dann wihrend der Reaktion die gerade entstehende mRNA zerstoren.
Die Reaktionsgefdlle wurden nach 6 h bei 30 °C im Thermocycler bei -20 °C einge-

froren und am nichsten Tag auf Eis aufgetaut. Zunichst wurde die erfolgreiche Ex-

pression des GFP durch Bestrahlung der Gefdfle mit UV-Licht nachgewiesen (siche
Abb. 35).

Abbildung 35: Versuchsansiitze der zellfreien
Expression. Abgebildet sind die Reaktions-
gefille der Positivkontrolle mit GFP (rechts) und
drei der Reaktion mit eigenen Plasmiden (links).
Die Losungen wurden mit UV-Licht bestrahlt
und damit das GFP zur Fluoreszenz angeregt.

Da die Kontrollreaktion erfolgreich abgelaufen war, wurden die Proteine der acht
Ansitze mit Aceton geféllt und mit SDS-Probenpuffer zur Denaturierung versetzt.
Uber eine SDS-PAGE und anschlieBenden Western-Blot wurden die Reaktionsan-

satze auf erfolgreiche Expression der gesuchten Proteine getestet (siche Abb. 36).
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Abbildung 36: Expressionsversuche mit verschiedenen Konstrukten im RTS-System der Firma
Roche. SDS-PAGE (oben) und Western-Blot (unten) der kompletten Versuchsansitze. Die Proteine
wurden nach der Reaktion gefillt und auf das Gel aufgetragen. Die Spuren 1 - 7 zeigen Reaktionen
mit DNA-Konstrukten fiir die 8- und die a7-Schleifen. In Spur 8 ist die Positivkontrolle aufgetragen.
Deutlich ist das exprimierte GFP sowohl im Gel als auch im Western-Blot erkennbar. Das Gel wurde
mit Coomassie gefarbt, vom Blot ist die ECL-Farbung mit einem anti-Hisg-Tag-Antikdrper zu sehen.
M: Molekulargewichts-Standard.

AuBer dem Kontrollprotein GFP wurde keines der gesuchten Proteine nachgewiesen.
Deshalb wurde ein weiterer Versuch mit denselben Plasmiden fiir die 8-Schleife und
den noch nicht getesteten Konstrukten fiir o7 unternommen. Auch hier wurde wieder
die Positivkontrolle liber GFP eingesetzt. Die Reaktion wurde erneut bei 30 °C fiir
6 h durchgefiihrt, allerdings unter leichtem Schiitteln im Wasserbad. Nach Uberprii-
fung der erfolgreichen Expression der Kontrolle (s. 0.), wurden die Proteine iiber
eine SDS-PAGE und Western-Blot untersucht (siche Abb. 37). Auch hier zeigte sich

keine Expression der gesuchten Proteine.
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Abbildung 37: Expressionsversuch mit den a7-Konstrukten unter verinderten Bedingungen.
SDS-PAGE und ein Teil des Western-Blots der Proteine aus den Expressionsversuchen. In Spur 1 - 7
sind die Proteine der Ansétze mit o7-Konstrukten aufgetragen, in Spur 8 ist als Positivkontrolle GFP
zu erkennen. Das Gel wurde mit Coomassie gefirbt, vom Western-Blot ist die ECL-Farbung mit
einem anti-Hisg-Tag-Antikorper gezeigt.

Da die bisher beschriebenen Versuche mit den nicht dafiir optimierten Plasmiden
unternommen wurden, sollten jetzt die entsprechenden DNA-Sequenzen in die vom
Hersteller fiir das System mitgelieferten Vektoren eingebaut werden. Dazu wurde aus
dem Plasmid mit der kompletten 6-Schleife mit Hilfe der Restriktionsenzyme Nde I
und Xho I die betreffende Sequenz herausgeschnitten. Der ausgewéhlte Vektor
pIVEX2.3 MCS der Firma Roche enthilt dieselben Schnittstellen in der Multiple
Cloning Site, so dass der Vektor mit denselben Enzymen aufgeschnitten werden
konnte. Nach der Ligation der DNA-Stiicke wurden Bakterien mit dem Plasmid
transformiert und iiber die Selektion mit dem Antibiotikum Ampicillin einige Klone
mit dem richtigen Konstrukt ausgewdhlt. Eine ausreichende Menge der DNA wurde

prapariert und durch Kontrollverdau auf die Richtigkeit der Plasmide iiberpriift
(sieche Abb. 38).

Abbildung 38: Kontrollverdau der neu hergestellten DNA-Kon-
kbp M 1 2 3 4  strukte zur zellfreien Expression. Gezeigt sind vier der neu hergestell-
ten Plasmide, die mit einem Restriktionsenzym zur Kontrolle verdaut

e wurden. M: Molekulargewichts-Standard.
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Mit dem so hergestellten Plasmid wurde ein neuer Expressionsversuch unternom-

men. Um das gesuchte Protein besser herstellen zu konnen, wurden die Reaktionsbe-
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dingungen etwas variiert. Zunichst wurde eine Reaktion bei 30 °C {iber 4 h durchge-

fiihrt, anschlieBend wurden wie vorher die Proteine analysiert (siche Abb. 39).
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Abbildung 39: Expressionsversuch mit optimierten Plasmiden fiir zellfreie Expression.
SDS-PAGE und Western-Blot der gefillten Proteine der Reaktionen. In Spur 1 ist die Reaktion mit
dem DNA-Konstrukt fiir die 3-Schleife zu sehen, in Spur 2 die Positivkontrolle mit GFP. Das Gel
wurde mit Coomassie gefarbt, vom Blot ist die ECL-Féarbung mit einem anti-Hisg-Tag-Antikorper zu
sehen. M: Molekulargewichts-Standards.

Da auch auf diesem Weg das Protein nicht erfolgreich exprimiert wurde, wurden
weitere Temperaturen getestet. Es wurden Reaktionen bei 28 °C und 25 °C mit zwei
verschiedenen DNA-Préiparationen des d-Konstruktes durchgefiihrt, die aber auch

keine Expression des gewiinschten Proteins zeigten.

2.4.2 Cell-Free Protein Biosynthesis™ (RiNA GmbH)

Bei dem In vitro-System der RiNA GmbH wird dasselbe Prinzip wie bei der Firma
Roche angewandt. In einem E. coli-Lysat werden die gewiinschte DNA und die Aus-
gangssubstanzen fiir die Reaktion gemischt, danach ldsst man mehrere Stunden bei
einer fiir jedes Protein optimierten Temperatur die Reaktion ablaufen. AnschlieBend
werden die Proteine analysiert oder konnen gereinigt werden. Mit Hilfe von Herrn
Thorsten Lamla (Arbeitsgruppe Prof. V. Erdmann, Institut fiir Chemie - Biochemie,
FU Berlin), konnte das System mit dem 3-Schleifen-Konstrukt (im Vektor pET-15b)
getestet werden. Zum Nachweis der Expression eines Proteins wurde mit C'
radioaktiv markiertes Leucin verwendet, das in einem bestimmten Verhiltnis zu den
anderen Aminosiuren (inklusive Leucin) gemischt wurde. Nach der Reaktion iiber
90 min bei 37 °C wurden die Proteine mit Trichloressigsdure (TCA) gefillt, um die
nicht eingebauten Aminosduren und alle Nukleotide zu entfernen. Die gefallten Pro-
teine wurden auf ihre Radioaktivitdt untersucht, um festzustellen, wie viele markierte
Aminoséduren eingebaut wurden. Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, ob
iiberhaupt Expression stattgefunden hatte. Nach dieser Radioaktivitdtsmessung wur-

den in diesem ersten Versuch etwa 13 pg/ml des gewiinschten Proteins in einem An-
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satz von 50 pl hergestellt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz iiber SDS-PAGE
analysiert und von diesem Gel eine Autoradiographie angefertigt (siche Abb. 40).
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Abbildung 40: Expression von 8- und a7-Schleife im zellfreien Expressionssystem der RiNA
AG. SDS-PAGE und Autoradiographie der Proteine der Reaktionsansétze von FABP (Fatty Acid
Binding Protein, Positivkontrolle, Spur 1), 8-Schleife (Spur 2) und a7-Schleife (Spur 3). Eine geringe
Expression der 8-Schleife ist zu erkennen, die Reaktion fiir die a7-Schleife war nicht erfolgreich. M:
Molekulargewichts-Standard.

Da in diesem kleinen Ansatz nur eine sehr kleine Menge Protein hergestellt wurde,
wurde die Reaktion noch einmal mit einem Volumen von 250 pul wiederholt. Aus
dieser Reaktionslosung wurde iiber eine kleine Ni**-Affinititssdule eine Reinigung

des exprimierten Proteins durchgefiihrt (vgl. Abb. 41).
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Abbildung 41: Expression und Reinigung der 3-Schleife iiber Ni'-Affinititschromatographie.
SDS-PAGE (oben) und Western-Blot (unten) der geféllten Proteine aus den verschiedenen Arbeits-
schritten.

Spur 1: Gesamtprotein des Reaktionsansatzes, Spur 2: Durchlauf durch die Chromatographieséule,
Spuren 3 und 4: Waschfraktionen, Spuren 5 — 8: Elutionsfraktionen von der Sdule. Das Gel wurde mit
Coomassie gefarbt, vom Western-Blot ist die ECL-Farbung mit einem anti-Hise-Tag-Antikdrper ge-
zeigt.

In den Elutionsfraktionen konnte das d-Schleifen-Protein nachgewiesen werden, ob-
wohl es nicht sauber von der Sdule eluiert wurde. Es ist auch zu sehen, dass das Pro-
tein nicht in dem zu erwartenden GroB3enbereich von 18 kDa auf dem Gel erscheint,
sondern bei etwa 40 kDa und eine Bande sogar beim vierfachen Molekulargewicht
erscheint. Das Protein wurde also in kleinerer Menge exprimiert (ungefiahr 6 ng/ml
entsprechend der Radioaktivititsbestimmung). Aullerdem scheint es auch in diesem
System zur Aggregation zu neigen, und diese Aggregate werden im SDS-PAGE

ebenfalls nicht getrennt.
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