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4 Zusammenfassung

Um die Funktion von ligandengesteuerten lonenkanélen besser verstehen zu konnen,
muss ihre Struktur in einer Auflsung im Bereich von wenigen A bekannt sein. Da es
sich bei diesen Rezeptoren um sehr komplexe Membranproteine handelt, war eine
Kristallisation und anschlieBende Rontgenstrukturanalyse bisher nicht moglich. Da-
her wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz verfolgt, die Struktur des
nikotinischen Acetylcholinrezeptors weiter aufzukldren. Die intrazelluliren Doma-
nen der a-, B-, y- und 6-Untereinheiten des Rezeptors aus Torpedo californica und
des a7-Rezeptors aus Ratte sollten in verschiedenen Systemen exprimiert werden,

um die Struktur dieser Doménen untersuchen zu konnen.

Eine Untersuchung der intrazelluliren Doménen ist fiir die Neurochemie unter ande-
rem deshalb von Bedeutung, weil ihre Beteiligung an der intrazelluldren Signalwei-
tergabe wahrscheinlich ist. Bisher gibt es iiber alle Bereiche des Acetylcholinrezep-
tors Daten oder zumindest Modelle zu ihrer Struktur, es ist aber noch nichts iiber die
intrazelluldren Schleifen bekannt. Diese Schleifen besitzen bei einigen Untereinhei-
ten Phosphorylierungsstellen, und durch Mutationsexperimente wurde ihre Wichtig-
keit fiir das Clustering des Acetylcholinrezeptors an der postsynaptischen Membran

gezeigt.

Als eukaryontisches Expressionssystem wurde die Sf9-Insektenzellkultur verwendet.
Einerseits iiber das Baculovirus-System, andererseits iiber direkte Transfektion wur-
den verschiedene DNA-Konstrukte in die Zellen gebracht. Die Baculovirus-Expres-
sion war fiir die Herstellung der gesuchten Proteine nicht geeignet, weil die Insekten-
zellen zu schnell starben, um ausreichende Mengen zu exprimieren. Aullerdem sind
die Prozeduren zur Herstellung der Baculoviren zu zeitaufwendig, um eine grofere
Zahl von DNA-Konstrukten fiir die Optimierung der Proteinexpression zu testen.

Eine stabil transfizierte Zelllinie, die die intrazelluldre Schleife der d-Untereinheit
exprimiert, wurde etabliert. Mit diesen Zellen wurde eine Reinigungsprozedur fiir
das exprimierte Protein ausgearbeitet. Diese Methode kann weiter optimiert werden,

um ausreichende Mengen des gesuchten Proteins zu erhalten.

Desweiteren wurden mehrere DNA-Konstrukte fiir verschiedene Fusionsproteine im
prokaryontischen Expressionssystem E. coli versucht zu exprimieren. Von den intra-

zelluldren Schleifen der 8- und der a7-Untereinheit wurden trunkierte Versionen in
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unterschiedliche Vektoren eingebracht. Fiir einige der Konstrukte konnte eine gute
Expression erreicht werden, allerdings lieB sich das Protein meist nicht ohne Ver-
wendung von hohen Konzentrationen an Detergenz aufreinigen. Das GST-Fusions-
protein der a7-Schleife konnte schlieBlich aus Bakterien mit einer Konzentration von

30 pg/ml isoliert werden.

Als weitere Methode wurde die zellfreie Expression mit zwei In vitro-Systemen der
Firmen Roche und RiNA getestet. Es wurden mehrere Expressionsversuche mit ver-
schiedenen intrazelluldren Schleifen durchgefiihrt. In einem Ansatz konnte erfolg-
reich die intrazellulire 8-Schleife in kleiner Menge exprimiert und durch Ni**-Affi-

nitdtschromatographie angereichert werden.

Die Ausfiihrungen zeigen, dass die Expression in zellfreien Systemen insbesondere
von problematischen Proteinen fiir weitere Untersuchungen parallel zu anderen
Expressions-Methoden in Betracht zu ziehen ist. Um fiir Strukturuntersuchungen
ausreichende Proteinmengen der intrazelluliren Doménen des nAChR zu erhalten,
sind die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Methoden entsprechend weiter zu

optimieren.
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