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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Forschung an Proteinen und Proteinstrukturen gewinnt stetig an Bedeutung, da der fort-
schreitenden Ausbildung von Zivilisationskrankheiten hdufig eine Verbindung zu diesen
Molekiilen nachgewiesen werden kann. Durch eine Vielzahl von molekulargenetischen,
molekularbiologischen, bioverfahrenstechnischen, biochemischen und biotechnologischen
Techniken konnen fundamentale Entdeckungen und Entwicklungen auf diesem Gebiet
gemacht werden. Ein Gegenstand der Proteinforschung und -analyse in den letzten Jahren
sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Das Interesse an diesen Proteinen, das sich in einem
beinahe exponentiellen Wachstum der Anzahl an Publikationen duBert,® griindet auf der Ent-
deckung und weit verbreiteten Ansicht, dass, vielfiltig beziffert in der Literatur, 50 %8
60 %’ oder sogar 70 %'® aller verabreichten oder in der Entwicklung befindlichen Medika-
mente eine Wirkung auf diese grofle Proteinklasse besitzen, ohne dabei Kenntnis iiber die
Mechanismen der Wirkung zu haben.

Seit der Entdeckung der strukturellen Anordnung der Primérsequenz von Rhodopsin in
7 o-helikale membrandurchspannende Doménen,'' ' das strukturelle Charakteristikum von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren,”” am Anfang der 1980iger Jahre konnten ~800'C im
humanen Genom codierte GPCRs identifiziert werden, von denen 108 orphane (der Ligand ist
bisher nicht identifiziert) Rezeptoren sind.'” Weitere strukturelle Gemeinsamkeiten betreffen
das Vorhandensein eines extrazelluldren N- und eines intrazelluldren C-Terminus, sowie die
alternierende Verbindung der Transmembranhelices (TM) durch intra- und extrazelluldre
Loop-Regionen.'® Wihrend die Transmembrandoménen iiber alle GPCRs eine relativ grofie
Homologie aufweisen, sind vor allem der N-Terminus, der C-Terminus und der intrazelluldre
Loop, der TMS5 und TM6 verbindet, nicht konserviert und unterscheiden sich daher stark
zwischen unterschiedlichen Rezeptoren.'®

Es existieren bis dato mehrere Kristallstrukturen von Rhodopsin in unterschiedlichen Kon-

. 1821
formationen.

Diese wurden durch die besonderen biochemischen und strukturellen Eigen-
schaften und die hohe lokale Konzentration in natiirlichen Geweben méglich.** Dieser GPCR
weist eine betridchtliche Stabilitit auf, die auch unter Bedingungen, die andere GPCRs léngst
denaturieren lassen, die Funktionalitidt aufrecht erhilt.'® Diese Besonderheiten stellen aller-
dings die Anwendung von Rhodopsin als Homologiemodell besonders fiir nicht rhodopsin-
dhnliche GPCRs aber auch fiir die Rhodopsindhnlichen in Frage. Des Weiteren wurden fiir die
drei bisher zusétzlich zum Rhodopsin kristallisierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (B;-,

5,23,24

B,-Adrenerger Rezeptor und Asa-Adenosin-Rezeptor) im Vergleich zu diesem Rezeptor
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verschiedene strukturelle Eigenschaften nachgewiesen. Aus diesem Grund, der bereits weit
fortgeschrittenen Charakterisierung des Rhodopsins in funktionaler und auch struktureller
Hinsicht und der Bezifferung der spezifischen Wirkung von mehr als 50 % der verabreichten
Medikamente auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und dem damit verbundenen Hinweis auf
eine Vielzahl von GPCR assoziierten Krankheiten ist eine umfassende Charakterisierung
anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren zu einem herausragenden und bedeutungsvollen
Ziel geworden. Die Assoziationen von GPCRs zu Krankheiten zeigen schwerwiegende
Symptome und Verldufe. Beispiele aus der Literatur zeigen Verbindungen des Neuropep-
tid Y-Rezeptors Typ 2 zur Ausbildung von Adipositas,” des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 zu
chronischen Entzlindungserscheinungen, die sich in Leberfibrose, Osteoporose, Multiple
Sklerose und weiteren duBern,”® des Pi-Adrenergen Rezeptors zur Regulation der Herz-
titigkeit,” oder des Chemokin-Rezeptors Typ 5 zur Bindung des HI-Virus (humanes Immun-
defizienz-Virus).”” Die Charakterisierung dieser GPCRs ist allerdings aufgrund der geringen
Gewebskonzentrationen und der besonderen Charakteristiken des Rhodopsins nicht mit fiir
diesen Rezeptor entwickelten Protokollen durchfiihrbar. Die Mdéglichkeiten der funktionalen
und strukturellen Untersuchungen sind an eine rekombinante Expression gebunden. Es stehen
mehrere potentielle pro- und eukaryontische Expressionssysteme zur Verfiigung. Die Wahl
des rekombinanten Produktionssystems kann jedoch nicht nur aufgrund der beabsichtigten
Funktionalitidt der Rezeptoren getroffen werden. Die Festlegung muss sich ebenfalls an den
zur Verfiigung stehenden Methoden zur Bestimmung der dreidimensionalen Struktur und
auch Dynamik von Proteinen orientieren. Grundsitzlich kann die Rontgenstrukturanalyse, die
eine Kristallisation des Zielproteins erfordert, oder die Kernspinresonanzspektroskopie
(NMR), die eine unspezifische bzw. spezifische Isotopenmarkierung der Aminosduren der
Rezeptoren erfordert, fiir dieses Ziel herangezogen werden. Fiir beide Methoden werden
Mengen des Rezeptors von mehreren 100 mg bendtigt.

Die Kiristallisation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist in der Regel mit Problemen
behaftet. Eine Stabilisierung dieser Proteine ist mit dieser Methode unumginglich. Die
Methoden, die zur Stabilisation bzw. Kristallisation von bereits mit der Rontgenkristallo-
graphie untersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (B;- und P,-Adrenergen Rezeptor
bzw. Aja-Adenosin-Rezeptor) flihrten, umfassten eine weitreichende Mutation.”*** Das
weitaus groBite Problem bei der Kristallisation ist die Heterogenitit der Konformationen, die
durch eine hohe Flexibilitit dieser Molekiile bedingt wird.'® Diese Flexibilitit ist fiir die
funktionelle Konformationsinderung von GPCRs unerlisslich.'® Eine weitere Schwierigkeit

bei der Kristallisation entsteht durch eine strukturelle Heterogenitit der Proben durch
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posttranslationale Modifikationen (unterschiedliche Phosphorylierungen, Glycosylierungen,
Palmytoylierungen), die zur erfolgreichen Kristallbildung durch Mutagenese oder enzyma-
tische Abspaltungen entfernt werden miissen.'® Ungeachtet dieser starken Manipulationen
konnten auch dem nativen Zustand nahe Konformationen gebildet werden, jedoch kann diese
Methode nur starre Proteinmolekiile oder -teile abbilden®” und ist damit nicht beféhigt, gerade
die fiir die Liganden- und G-Protein-Bindung wichtigen hochflexiblen Regionen des
Rezeptors zu identifizieren. Diese Stabilisierungsmafinahmen sind fiir eine Untersuchung der
dreidimensionalen Struktur mit Hilfe der NMR-Spektroskopie nicht erforderlich und zudem
ermoglicht diese eine Charakterisierung in einer naturnahen Umgebung.”® Die NMR-Spektro-
skopie macht vor allem die Bestimmung von dynamischen Aspekten der GPCR-Struktur und
der Liganden- bzw. G-Protein-Bindung mdéglich,” sodass, nicht unbedingt an die Bestim-
mung der Gesamtstruktur gebunden, Aminosduren zur spezifischen Ligandenbindung oder
Dominen, die eine konformationelle Anderung durchlaufen, zugeordnet werden konnen.?
Dies bedeutet dann eine Anwendbarkeit in der Medikamentenentwicklung oder die weit-
reichende Erweiterung des mechanistischen Verstindnisses der Signaltransduktion von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.”

Die Anwendbarkeit dieser Methode und die Nutzbarkeit der groen Vorteile gegeniiber der
Rontgenstrukturanalyse ergeben sich jedoch erst nach einer Inkorporation von stabilen
Isotopen (°C, '°N) in die Primirsequenz der Rezeptoren.” Bisher wurden keine entsprechen-
den Protokolle verdffentlicht, die einen effizienten (> 95 %) und vor allem kostenorientierten
Einbau der Isotopen zulassen. Die Problematik der effizienten und kostenorientierten Iso-
topenmarkierung ergibt sich aus der in der Literatur hdufigsten Anwendung von eukaryon-
tischen Expressionssystemen, die in der Mehrheit die Nutzung komplexer oder stark amino-
sdurenangereicherter Medien zur Kultivierung fordern.’® Die Zusammensetzungen bieten
daher unterschiedliche, teilweise auch undefinierte Stickstoff- und Kohlenstoffquellen, so-
dass die Effizienz einer Isotopenmarkierung sehr gering ausfillt oder mit hohen Kosten
verbunden ist. Die Wahl dieser rekombinanten Systeme wird allerdings mehrheitlich auf der
funktionalen Expression dieser Proteine begriindet. Unter der Betrachtung der in der Literatur
angestrebten Untersuchungen der strukturellen Anordnung mit Hilfe der Rontgenkristallo-
graphie, die eine starke Modifikation und eine Entfernung der in den genutzten Expressions-
systemen produzierten und als Vorteil dargestellten posttranslationalen Modifikationen er-
fordert, ergibt sich eine nur geringe Effizienz dieser Anwendungen. Zusammen mit sehr
geringen Rezeptorausbeuten von in der Regel unter 2.5 mg/L Medium,”*'?* den hohen

Anforderungen an Kultivierungsbedingungen und Sterilitit, sowie langen Wachstumszeiten™
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ist die Wahl von eukaryontischen Expressionssystemen zur Herstellung von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren fiir eine Strukturanalyse nicht sinnvoll. In etwas abgeschwéchterer
Form treffen diese Behauptungen auch fiir die Nutzung von Hefen zu, jedoch wurden hohere
Zielproteinkonzentrationen von 4 bis 12 mg funktionales Protein/L Medium erreicht.”>~
Bakterien weisen grundsétzlich bei allen genannten Griinden das Gegenteil aus und machen
eine Anwendung der Isotopenmarkierung durch den Einsatz minimaler Medien’” mit einer
betrichtlichen Effizienz moglich. Zudem konnen prokaryontische Expressionssysteme, wenn
trotz der Nachteile die Rontgenstrukturanalyse angewendet werden soll, eine homogene
Zielproteinprobe herstellen, da posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen
und Glycosylierungen nicht bewerkstelligt werden kénnen.'® Eine Ausbildung von Disulfid-
briicken im zu produzierenden Rezeptor ist jedoch moglich, wenn eine Lokalisierung der
Rezeptoren in der Bakterienmembran erreicht wird.*®

Aus diesen Griinden ist eine Verbindung des Expressionssystems Escherichia coli und der
Messmethode der NMR-Spektroskopie die optimale Anordnung zur Bestimmung der
dreidimensionalen Struktur und der in der Liganden- und G-Protein-Bindung beteiligten
Aminosduren mit dem Ziel der Anwendbarkeit in der Medikamentenentwicklung und der
Bestimmung der Doménen, die bei Aktivierung des Rezeptors einer Konformationsdnderung
unterlegenen sind, zur Verbesserung des Verstindnisses der Signaltransduktion von G-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptoren. Daher sollen in dieser Arbeit die Moglichkeiten und die
Essentialitét einer optimalen Fermentationsstrategie zur Herstellung von humanen Proteinen,
insbesondere von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, herausgestellt werden. Dabei wird das
Augenmerk auf den Einfluss der Wahl des Expressionssystems und der Fermentations-
bedingungen auf die Ermoglichung struktureller Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie
gerichtet. In diesem Zusammenhang wurden zwei unterschiedliche Expressionsstrategien
allerdings in einem Expressionssystem, Escherichia coli BL21 bzw. einem Derivat dieses
Stammes, vergleichend angewendet (Abbildung 1). Dabei wurde die Expression eines aktiven
G-Protein-gekoppelten Rezeptors, des humanen peripheren Cannabinoid-Rezeptors Typ 2,
optimiert. Die zweite Expressionsstrategie der optimalen Produktion eines inaktiven GPCRs,
des humanen Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2, eingelagert in intrazelluldren Einschlusskorpern
(Inclusion Bodies) und der Notwendigkeit der Riickfaltung in die aktive Form unterlegen,
wurde gegeniibergestellt. Im Vordergrund standen die maximalen Proteinausbeuten in der
jeweilig angestrebten Form. Die Strategie der Riickfaltung des inaktiven GPCRs war nicht
Bestandteil dieser Arbeit.
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Abbildung 1:  Darstellung der Arbeitsmethodik zur Optimierung bzw. Maximierung der Ausbeuten

rekombinant in Escherichia coli hergestellter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren mit dem
Ziel einer spezifischen bzw. unspezifischen Isotopenmarkierung der Priméirsequenz.
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2 Thematische Grundlagen
2.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

2.1.1 Die gemeinsame Identitiit aller GPCRs

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die in jeder humanen Zelle lokalisiert sind’, stellen mit
einer Anzahl von etwa 1000* bisher in Wirbeltieren identifizierten GPCRs die groBte
Klasse®” membranstindiger Zelloberflichenrezeptoren dar, die eine gemeinsame Grundstruk-
tur und Wirkungsweise besitzen.*’

Die Grundstruktur von GPCRs ist aus einer einzelnen zusammenhidngenden Polypeptidkette
organisiert,’ die sieben transmembrane, stark hydrophobe Dominen ausbildet,*' die generell
eine lokale Sekundirstruktur in Form von a-Helices darstellen.*” Die sieben transmembranen
Helices sind alternierend extra- und intrazelluldr durch hydrophile Loop-Regionen verbun-
den.* Weiterhin existiert bei beinahe allen als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren klassifi-
zierten Proteinen eine Verbindung der Transmembranhelix 3 zum zweiten extrazelluldren
Loop iiber eine Disulfidbriicke.*

Das C-terminale Ende der Primérsequenz von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist auf der

intrazelluldren Membranseite lokalisiert' und kann unterschiedlich ausgebildet und modifi-

ziert sein (A, B, C in Abbildung 2).

Abbildung 2:  Darstellung des allgemeinen Aufbaus eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors in einer
Membran (links). Diese weisen sieben transmembrane, hydrophobe a-Helices (rot) auf,
die alternierend intra- und extrazelluliir durch hydrophile Loop-Regionen (grau) ver-
bunden sind. Das C-terminale Ende der Rezeptoren kann unmodifiziert (A) oder lipid-
modifiziert (B) sein. Eine weitere Moglichkeit ist die Ausbildung einer achten Helix (C),
die mit der Membran unterschiedlich interagiert.

Die Modifikation &uBlert sich entweder in einem Nichtkontakt (A) bzw. Kontakt (B =
Lipidmodifikation einer oder mehrer Aminosduren & C = Ausbildung einer achten Helix, die
nur teilweise oder auch ganz in die Membran integriert ist, wobei auch eine Kombination aus

B und C moglich ist) des C-Terminus mit den Lipiden der umgebenden Membran.
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Die Ausbildung einer Lipidmodifikation von GPCRs am intrazelluldaren Peptidkettenende ist
grundsitzlich auf eine Thioacylierung begrenzt. Diese bewirkt eine Thioesterbindung
zwischen ein oder mehreren Cysteinen, meist zwischen der 10. und 14. Aminosdure nach der
7. Transmembranhelix lokalisiert, und Palmitinsdure, einer duBerst hdufigen Fettsdure in
tierischen und pflanzlichen Lebewesen.”> Das Vorliegen einer achten o-Helix, die grund-
satzlich kleiner ist als die transmembranen, wurde fiir unterschiedliche Rezeptoren beschrie-
ben (zum Beispiel PAR1* (Protease Activated Receptor Type 1) und Rhodopsin'®) und wird
nach bisherigen Erkenntnissen nur den rhodopsindhnlichen G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren zugewiesen.*’

Die Gemeinsamkeit aller GPCRs in ihrer Wirkungsweise besteht in der selektiven Bindung
eines extrazelluliren Liganden (mit Ausnahme von Rhodopsin, dessen Ligand kovalent
gebunden ist und durch den extrazelluldren Stimulus Licht die Konformation dndert) und der
Weiterleitung des Signals iiber die Membran durch eine konformationelle Anderung der
Rezeptoren zur selektiven Auslosung physiologischer Prozesse mit Hilfe eines intrazellulér
gebundenen G-Proteins als Signaliibertriger. Dabei konnen Kurzzeit- (Anderungen der
intrazelluldren Calciumkonzentration) und Langzeiteffekte (Auslosung von Gentranskription)
generiert werden.*!

Die funktionale Bedeutung des C-Terminus erstreckt sich von der essentiellen Bedeutung fiir

447 {iber die Lokalisierung an der Membran®’ bis zur Aktivierbarkeit

die G-Protein-Bindung,
der Rezeptoren selbst.” Es wurde ebenfalls beschrieben, dass bei Verlust des C-Terminus
auch eine erhohte Bindungsfahigkeit von G-Proteinen bzw. eine erhohte Basalaktivitit gene-
riert werden kann oder sogar eine Bindung von G-Proteinen mdglich wird, die sonst keine
oder nur geringe Affinitdt zum Rezeptor aufweisen.”* Damit wird dem C-Terminus fiir
bestimmte GPCRs eine regulatorische Funktion bei der selektiven Bindung eines bestimmten
G-Proteins zugewiesen.

Das N-terminale Ende der Polypeptidkette befindet sich grundséitzlich auf der extrazelluldren
Seite* der Membran und ist in vielen Fillen an der Ligandenbindung beteiligt.*® Weiterhin
wird den extrazelluliren Loop-Regionen und auch den transmembranen Helices eine Be-
teiligung in der Ligandenbindung bei einer Vielzahl von GPCRs zugeschrieben.* Liganden,
die eine Aktivierung des Rezeptors und damit eine zelluldre Antwort ausldsen, werden als
Agonisten bezeichnet.” Diese werden weiterhin nach ihrer Wirksamkeit kategorisiert, sodass
ein Voll-Agonist die maximale Antwort und ein partieller Agonist eine submaximale Antwort
unter definierten Bedingungen auslst.* Diese Kategorien werden ebenfalls fiir inverse Ago-

nisten definiert, die Liganden darstellen, die den gegenteiligen Effekt zum Agonisten aus-
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16sen.”” Ein Antagonist 16st selbst keine Effekte aus, jedoch blockiert dieser die Wirkung von
Agonisten und inversen Agonisten.” Die Ligandenbindung kann allerdings nicht weiter all-
gemein definiert werden, da diese fiir jeden GPCR verschieden ist. Die extrazelluldren
Stimuli, die eine Signaltransduktion bei GPCRs auslosen, sind duflerst verschieden und um-
fassen biogene Amine, Aminosduren, Duftstoffe, Lipide, Ionen, Proteasen, Nukleotide, Pep-

tide und Licht.’

2.1.2 Klassifizierungssysteme fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Im Jahr 1975 wurde erstmals die ,,ungewdhnliche® Struktur von Rhodopsin erkannt, ohne
einen konkreten Vorschlag fiir die Struktur zu &uBern. N. W. Downer und S. W. Englander
vermuteten eine grofflichige Interaktion der Primirsequenz von Rhodopsin mit Mem-
branen.”® Die Definition des G-Protein-gekoppelten Rezeptors bovines Rhodopsin als 7-trans-
membran-helikales Protein erfolgte durch P. A. Hargrave et al. in den Jahren 1982/1983 und
J. Nathans et al. im Jahr 1983."""'* Daraufhin nahm die Anzahl der als G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren definierten Primédrsequenzen vor allem des menschlichen Genoms bedingt durch
signifikante technische Entwicklungen zur Charakterisierung von GPCRs stark zu."> Die
groflen Unterschiede der Primarsequenzen der bekannten GPCRs fiihrte zu einer phylogene-
tisch basierten Klassifizierung (Homologien der charakteristischen Transmembranhelices)
von 240 rhodopsindhnlichen Vertretern durch Attwood und Findlay (1993),"*°! die die Zu-
sammenstellung spéter noch einmal auf 393 Vertreter aus unterschiedlichen Spezies erweiter-
ten."

Die in der Literatur bevorzugte Grundlage fiir die Klassifizierung, auf der Einteilung nach den
Klassen A bis F und O basierend, wurde 1994 von L. F. Kolakowski Jr. definiert.!>*
Kolakowski entwickelte eine Datenbank speziell fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GCRDb), die eine Sammlung der unterschiedlichsten Eigenschaften und Experimente fiir die
bekannten Rezeptoren, wie Genstrukturdaten, Chromosomenlokalisation, Mutationsanalysen,
spektroskopische Eigenschaften, Ligandenbindung, Signaltransduktionsuntersuchungen und
Strukturanalyseergebnisse, vereinen und zur Verfligung stellen sollte. Die Einteilung der
Klassen sollte nicht nur das Finden des gesuchten Proteins in der Datenbank erleichtern,
sondern klassifizierte die 787 (1993) Eintragungen nach Sequenzhomologien und damit nach
der phylogenetischen Verwandtschaft der Rezeptoren. Mit diesen Homologien wurde die in

Tabelle 1 dargestellte Einteilung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vorgenommen.™
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Tabelle 1: Zusammenfassung der evolutionir basierten Einteilung der G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren nach Kolakowski (1994).%
Familie Familienname Subkategorie Vertreter
1 Olfaktorische/Adenosin-Rezeptoren
2 Biogene Amin-Rezeptoren
A Rhodopsin/p,-Adreno- 3 NP-Rezeptoren/Photorezeptoren (Vertebraten)
Rezeptoren 4 Photorezeptoren (Invertebraten)
5 Parakrine/Autokrine Rezeptoren
6 andere
Parathyroid Hormon-/ 1 Calcitonin-Rezeptoren und Ahnliche
B Calcitonin-/Sekretin- 2 PTH-/PTHrP-Rezeptoren
Rezeptoren 3 Sekretin-Rezeptoren und Ahnliche
Metabotropische .
C Glutamat-Rezeptoren - Metabotropische Glutamat-Rezeptoren
D Hefepheromon- 1 STE2
Rezeptoren 2 STE3
E D. discoideum cAMP- i cAMP-Rezeptoren
Rezeptoren
H. halobium . .
F Bacteriorhodopsin - Opsine der Archaeabakterien
O D. melanogaster BOSS - Proteine mit 7 TM ohne G-Protein-Kopplung

Eine Weiterentwicklung auf der Basis des Klassifizierungssystems von Kolakowski wurde
von Florence Horn et al. 2003 in einer neuen Datenbank (GPCRDB) zusammengefasst und
stellte die gleichen Anforderungen an die Verfiigbarkeit der oben genannten Daten fiir die

Gesamtheit der Interessierten. Die Einteilung erfolgte in die Gruppen A bis F.”

Tabelle 2: Zusammenfassung des Klassifizierungssystems fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren von
Horn (2003).%
Familie Familienname Klassifizierungsgrundlage
A Rhodopsinihnliche Rezeptoren Bindung von Peptiden, biogenen Aminen und lipidédhnlichen
Substanzen
B Sekretinihnliche Rezeptoren Bindung von ,,groen Pept1d§n wie Sekretin, Glucagon,
Calcitonin, ...

Metabotrope Glutamat- Bindung von Glutamat, die Aktivierung erfolgt {iber einen

C R o :
ezeptoren indirekten metabotropischen Prozess

D Pheromon-Rezeptoren Rezeptoren, die von Organismen zur chemischen

Kommunikation genutzt werden

cAMP-Rezeptoren von Schleimpilzen mit Funktionen in
deren Signalsystem

™

cAMP-Rezeptoren

F Frizzled-/Smoothened- Bindung von Wnt und Beteiligung als Regulatoren in der
Rezeptoren embryonalen Tierentwicklung

Weiterhin wurde auf der Grundlage der entsprechenden Liganden und der Funktionen der
GPCRs eine Einteilung in Sub- bzw. Sub-Subkategorien vorgenommen.™

2004 erschien ein weiteres Klassifizierungssystem fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, das
in den Grundziigen ebenfalls denen von Kolakowski und Horn entsprach, jedoch eine Unter-
scheidung zwischen Sekretin- und Adhésions-Rezeptoren vornahm, da diese aufgrund der

cysteinhaltigen N-terminalen Doméne fdlschlicherweise in einer Gruppe zusammengefasst
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wurden.” Das GRAFS Klassifizierungssystem von Schi6th und Fredriksson fithrte auf der
Grundlage phylogenetischer Studien der sieben transmembranen Helices der bis dato bekann-
ten Sequenzen der humanen GPCRs den Beweis fiir die in Tabelle 3 dargestellte Einteilung.”
Es erfolgte eine Unterteilung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in die Klassen Glutamat-
(G), Rhodopsin- (R), Adhésions- (A), Frizzled-/Taste2- (F) und Sekretin- (S) Rezeptoren mit
weiteren 4 Subkategorien und insgesamt 13 Sub-Subkategorien der Rhodopsin-Rezeptoren
nach streng phylogentischen Kriterien. Die 4 Subkategorien wurden mit o (unterteilt in
Prostaglandin-, Amin-, Opsin-, Melatonin- und MECA-Rezeptoren),54 B (nur bestimmte Pep-
tid-bindende GPCRs),>** v (unterteilt in SOG-, MCH- und Chemokin-Rezeptoren)’* und &
(MAS related-, Geruchs-, Purin- und Glycoprotein-Rezeptoren)™** bezeichnet.

Wenige bekannte Rezeptoren, die sich nicht mit diesem Klassifizierungssystem einordnen

lieBen, wurden in der Gruppe ,,Other 7 TM Receptors* zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung des GRAFS Klassifizierungssystems fiir G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren nach Schiéth und Fredriksson (2003/2004).

Anzahl humaner

Klan Familie Familienname weitere Gemeinsamkeiten
Vertreter
Rhodopsin- Motiv NSxxNPxxY in ) T™7; DRY-
A R Rove tIZ)ren 701 Motiv D(E)-R-Y(F) am Ubergang TM3
P zu IL2; generell kurze N-Termini
lange N-Termini (60-80 AS) mit konser-
B S Sekretin- 15 vierten Disulfidbriicken; Bindung von
Rezeptoren grolen parakrinen Peptidliganden, die
mit dem N-Terminus interagieren
Glutamat als Ligand; Ligandenbin-
dungsdoméne im relativ langen N-Ter-
Glutamat- >15 (+ orphane und . . .
C G minus, der zwei von einander ab-
Rezeptoren Pheromonrezeptoren)

stehende ,,Fliigel* ausbildet (bezeichnet
als Venusfliegenfalle)

EGF- und GPS-Doménen im N-Termi-
nus; lange N-Termini; ein hoher Anteil
. an Serinen und Threoninen, die als O-
Adhisions- . .
- A 33 oder N-Glycosilierungsstellen fungieren
Rezeptoren . . .
und zu einer beinahe linearen von der
Membran abstehenden Form des N-Ter-
minus fithren

die N-Termini weisen ca. 200 AS mit
konservierten Cysteinen auf, die in der

) E Frizzled-/Taste2- ~41 Bindung von Wnt beteiligt sind, die
Rezeptoren evolutiondre Korrelation der Frizzled-
und 7aste2-Rezeptoren wurde allerdings
bezweifelt
) 0 Other 7 TM 23 )

Receptors
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2.1.3 Die Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren - die Entwicklung
des Ternary Complex-ModellsSS’56

Die mechanistische Darstellung der Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezep-

toren (Abbildung 3) beschreibt die Koexistenz eines extrazelluldr lokalisierten Liganden mit

dem membrandurchspannenden, inaktiven Rezeptor und fiihrt durch die Bindung zur Aktivie-

rung des GPCRs, was sich als Konformationsanderung der dreidimensionalen Struktur &duflert,

und ermdglicht damit die intrazelluldre Bindung eines terndren G-Protein-Komplexes, der als

Signaliibertrager flir die zelluldre Antwort fungiert.

o L )
&
»

o ¢

SO
&, Gy

G

Abbildung 3:  Mechanistische Darstellung der Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren. Teil 1 beschreibt die Koexistenz von Ligand und Rezeptor bzw. die riumliche
Nihe oder den bereits gebundenen Zustand vom G-Protein zum Rezeptor. Die Liganden-
bindung (Teil 2) verursacht eine konformationelle Anderung des GPCRs und erhiht
damit die Affinitit des G-Protein-Komplexes (Ga-GDP-Gfy) zum Rezeptor bzw. fiihrt
zur Aktivierung des G-Proteins durch den Austausch des Ga-gebundenen GDPs gegen
GTP (Teil 3). Dies bewirkt die Dissoziation (Teil 4) des Ga-GTP- vom Gfy-Komplex und
ebenfalls die Dissoziation der G-Protein-Komplexe vom Rezeptor. Die Komplexe inter-
agieren mit unterschiedlichen Effektorproteinen, die eine zelluliire Antwort bewirken.
Die Bindung von Ligand und Rezeptor kann auch aufrechterhalten werden und weiter-
hin eine Aktivierung von G-Protein-Komplexen bewirken.
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Es wurden bisher 16 verschiedene a-Untereinheiten, 4 3-Untereinheiten und mehrere y-Unter-
einheiten (es wurden 4 unterschiedliche Isotypen durch die Isolation von cDNA bestimmt; die
Analyse der Peptidsequenzen von gereinigten y-Untereinheiten liee allerdings den Schluss
auf 2 weitere zu) von G-Proteinen bestimmt.”” Durch die Kombinationen der verschiedenen
a-Untereinheiten mit den mdglichen B-y-Komplexen ergibt eine hohe Anzahl mdglicher
Zellantworten zur spezifischen Wirkung der Rezeptoren.

Die Bindung des G-Protein-Komplexes an den aktivierten Rezeptor verursacht den Austausch
von an die a-Untereinheit gebundenem GDP durch GTP und eine anschlieende Dissoziation
der o-Untereinheit vom p-y-Komplex.”” Ein Rezeptor kann auch mehrere G-Protein-Kom-
plexe aktivieren bzw. zur Dissoziation bewegen. Die GTP-gebundene a-Untereinheit bzw. der
B-y-Komplex konnen mit weiteren Effektorproteinen interagieren und somit dass Signal
spezifisch weiterleiten. Die Effektorproteine konnen Ionenkanéle oder Enzyme darstellen, die
regulatorische Molekiile oder sekundire Botenstoffe generieren.’’ Die mathematische Erfas-
sung der Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren entwickelte sich in unter-
schiedlichen Modellen.

Die ersten Modelle zur Beschreibung einer Rezeptor-Ligand-Interaktion basierten auf der
Annahme, dass Agonisten und kompetetive Antagonisten die gleiche Bindestelle am Ziel-
molekiil besitzen. Antagonisten blockieren dabei jegliche Signaliibertragung und konforma-
tionelle Anderung des Rezeptors. Damit haben Antagonisten keine intrinsische Aktivitit und
werden als neutrale Antagonisten bezeichnet. Es wurden allerdings Rezeptor-Ligand-Inter-
aktionen beobachtet, bei denen nicht der iibliche, sondern der gegenteilige Effekt bestimmt
wurde. Daher musste die Vorstellung iiber diese Interaktionen mit der Wirkung eines inversen
Agonisten, auch negative Antagonisten genannt, erweitert werden.

Die Receptor Occupancy-Theorie (Abbildung 4) vereinigte die Basis einer Rezeptor-Ligand-
Interaktion nach dem Massewirkungsgesetz (Langmuir-Gleichung von Hill und Clark) mit
empirischen Proportionalkonstanten zur Beschreibung der Fihigkeit eines Liganden eine
Antwort auszulosen, die resultierende Stirke der Antwort zu modulieren und zur Beschrei-
bung der intrinsischen Aktivitdt oder Wirksamkeit. Bei diesem Modell wurde allerdings die
Signaltransduktion selbst nicht mit einbezogen und liefert daher nur generelle Aussagen tiber
Affinitdten einer Rezeptor-Ligand-Interaktion.

Die Weiterentwicklung dieses Modells fiihrte zum Del Castillo-Katz-Modell fiir GPCRs
(Abbildung 4) von Jose Del Castillo und Sir Bernard Katz (1957), die fiir nicotinische Rezep-
toren erkannten, dass Cholin-Derivate unterschiedliche Affinitdten basierend auf unterschied-

lichen Konformationen der Rezeptoren aufweisen. Diese Konformationen wurden als eine
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»geschlossene® und eine ,,gedffnete* Konformation sowie als ein Intermediat dieser beiden

beschrieben®® (Wyman und Allen erkannten dies bereits 1951 fiir die Bindung von Sauerstoff

an Hamoglobin). Sie beriicksichtigten damit einen Transduktionsmechanismus. Allerdings

wurde in diesem Zusammenhang eine hundertprozentige inaktive Konformation der

Rezeptoren in Abwesenheit des Liganden postuliert.

Abbildung 4:

I A Receptor Occupancy-Modell I
K

[L]+[R] —“‘e [LR]

[R]=[R]+[LR] K = [LR]

“[LI*[R]
[ B Del Castillo-Katz-Modell |
K, K*
[L]+[R] =———= [IR] ———= [LR¥
[R]=[R)+[LR]+[IR*] g, —_ERl gy [LRY]
[L]*[R] [LR]
C Two State-Modell
Kﬂ
[L]+[R] =——= |[LR]
Kg JKE
K,
[LI+[R*]  ———= [IR¥]
[R,]=[R] +[R*] +[LR] +[LR¥]
[LR] [LR*] [R*] [LR*]
= = K = =
“[L]*[R] Wa [L]*[R*] £ [R] e [LR]

Darstellung der Entwicklung von Modellen zur Beschreibung von Rezeptor [R]-Ligand
[L]-Interaktionen in drei Stufen. [R;] stellt die totale Rezeptorkonzentration dar, [R¥]
kennzeichnet die aktive Konformation der Rezeptoren. Das Receptor Occupancy-Modell
(A) ist durch eine Gleichgewichts-Assoziationskonstante (Assoziation beschreibt die
Zusammenlagerung von [L] und [R]) K, gekennzeichnet. Im Modell von Del Castillo und
Katz (B) wurde entsprechend dem Modell (A) eine Gleichgewichts-Assoziationskonstante
K, (R - LR) und zusitzlich eine Gleichgewichtskonstante K* fiir die ,,ge6ffnet“-,ge-
schlossen® Isomerisierung der Rezeptoren definiert. Das Two State-Modell (C) definiert
die Koexistenz der aktiven und inaktiven Konformation der Rezeptoren. Analog zu den
Modellen (A)/(B) beinhaltete dieses Gleichgewichts-Assoziationskonstanten: K, (R - LR)
und YK, (R* - LR¥*). Weiterhin wurden zwei Gleichgewichts-Allosteriekonstanten (Allo-
sterie beschreibt die Konformationsinderung der Rezeptoren) K, (R - R*) und YK,
(LR - LR¥) eingefiihrt.

Dieser Annahme wurde im 7Two State-Modell (Abbildung 4), eigentlich zur allgemeinen Be-

schreibung allosterischer Enzyme, von Jacques Monod et al. aus dem Jahr 1964 entgegenge-

wirkt, indem ein Gleichgewicht der aktiven und inaktiven Form auch in Abwesenheit eines

Liganden als Grundlage gesetzt wurde. Ein Ligand, der eine hohere Affinitit zur aktiven Kon-
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formation besitzt (y > 1) und somit das Gleichgewicht zur aktiven Konstellation verschiebt,
wurde als Agonist definiert. Der Ligand mit der Priaferenz zur inaktiven Konformation (y < 1)
und der daraus resultierenden Gleichgewichtsverschiebung zum inaktiven Rezeptor wurde als
inverser Agonist bestimmt. Die Definition des Antagonisten wurde in die des inversen Ago-
nisten mit einbezogen (y < 1 und die Affinitét ist gleich zum aktiven und inaktiven Rezeptor).
Allerdings war damit auch keine konkrete Beschreibung aller Zustinde von GPCRs moglich,
da die Bindung des G-Proteins selbst nicht beschrieben werden konnte.

Eine konkrete Anpassung eines Interaktionsmodells fiir Liganden mit G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren mit der Beriicksichtigung der G-Protein-Rezeptor-Interaktion und unterschied-
lichen Affinitdten und Wirksamkeiten von Liganden fand sich zum ersten Mal im einfachen
Ternary Complex-Modell von De Lean et al. von 1980,%° das von Samama et al. im Jahr 1992
auf das Extended Ternary Complex- oder auch Allosteric Ternary Complex-Modell erweitert
wurde.”' Die Erweiterung im Vergleich zum einfachen Modell verwarf die Bedingung, dass
die Rezeptoraktivierung eine agonistinduzierte Formierung eines aktiven terniren Komplexes
aus Ligand, Rezeptor und G-Protein erfordert. Anstelle dessen wurde die Option auf einen
konstitutiv aktiven, allerdings mutierten Rezeptor geschaffen, was eine Verbindung des 7wo
State-Modells mit dem einfachen Ternary Complex-Modell darstellte.”’ Es wurde eine weitere
hoch komplexe Theorie von Weiss et al. (1996) zu den Rezeptor-Ligand-G-Protein-Inter-
aktionen verdffentlicht, die als Cubic Ternary Complex Receptor Occupancy-Modell oder
Multistate Tripartite Receptor-System bezeichnet wurde. Diese Theorie bietet eine duflerst
genaue Moglichkeit zur Beschreibung thermodynamischer Zustinde iiber 8 Rezeptorspezies
und 12 Gleichgewichtskonstanten. Allerdings ist eine praktische Anwendung sehr schwierig,
da einige der Gleichgewichtskonstanten nicht bestimmbar wiren.®

Das Modell, das einer praktischen Anwendung zugénglich ist, wurde von Laurent Daeftler
und Yves Landry im Jahr 2000 als Ternary Complex Model Evidencing R* (Abbildung 5)
bezeichnet. Diese Theorie beschreibt grundsétzlich das einfache Ternary Complex-Modell.
Dabei besteht das System aus Rezeptor [R], Ligand [L] und membrangebundenen Proteinen,
den G-Proteinen [G]. Weiterhin wird in dieser Theorie postuliert, dass die Zell-, bzw.
Gewebeantwort von der Aktivierung eines G-Proteins durch einen aktiven Rezeptor ausgeldst
wird. Der Faktor vy, der bereits fiir das 7wo State-Modell erfasst wurde, beschreibt den Effekt
des Agonisten auf die Rezeptor-G-Protein-Interaktion und somit auch die Wirksamkeit von
Agonisten. Das Modell erfasst ein Gleichgewicht aller moglichen Interaktionszustinde bzw.
Konformationen der beteiligten Elemente. Die vorliegenden Konzentrationen der einzelnen

Elemente konnen dabei die gezielt ausgeloste aber auch die basale Aktivitdt beeinflussen.



Thematische Gundlagen 15

I Ternary Complex Model Evidencing R* |
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung des Ternary Complex Model Evidencing R* zur Beschreibung
der Ligand [L]-Rezeptor [R]-G-Protein [G]-Interaktion fiir G-Protein-gekoppelte Rezep-
toren. R; stellt die totale Rezeptorkonzentration dar. K, und YK, sind die Gleichgewichts-
Assoziationskonstanten fiir die Zustinde R - LR und R*G — LR*G sowie K, und YK, die
Gleichgewichts-Allosteriekonstanten fiir R - R* und LR - LR*G.

2.2 Darstellung der untersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

2.2.1 Der Cannabinoid-Rezeptor Typ 2

Die humanen Cannabinoid-Rezeptoren ordnen sich in die rhodopsindhnlichen (Klasse A bzw.
R) G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ein.*>* Innerhalb der rhodopsindhnlichen Klasse von

13,54 1~ c
" Die zwei bisher

GPCRs werden die CB-Rezeptoren in die Subkategorie a eingeordnet.
identifizierten Cannabinoid-Rezeptor-Subtypen 1 und 2 unterscheiden sich durch ihre Lokali-
sation im humanen Organismus.®” Der Subtyp 1 wird vorrangig im Gehirn exprimiert. Jedoch
wurden weitere Lokalisationen allerdings in wesentlich geringeren Konzentrationen in Neben-
niere, Herz, Lunge, Prostata, Uterus, Eierstock, Hoden, Knochenmark, Mandeln, Milz und

6263 Der Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 wurde dagegen nicht im Ge-

Leukozyten nachgewiesen.
hirn identifiziert, sondern in bemerkenswert hohen Konzentrationen in immunologischen Ge-
weben bestétigt. Das dabei haufigste Vorkommen wurde in B-Lymphozyten bestimmt, ge-
folgt von natiirlichen Killerzellen, Monozyten und weiteren.®> Damit konnte eine gewebsspe-
zifische Zuordnung der beiden Subtypen erfolgen: CB1R wurde als zentraler und CB2R als
peripherer Cannabinoid-Rezeptor definiert.” Die Identitdt der Aminosduresequenziiberein-
stimmung beider Subtypen liegt bei 44 % bei Betrachtung der gesamten Primérstruktur und
bei 68 %, wenn nur die transmembranen Bereiche zu Grunde gelegt werden.®

Eine Gemeinsamkeit beider CB-Rezeptor-Subtypen ist die Vermittlung der zelluldren Effekte

iiber die Pertussistoxin-sensitiven GTP-bindenden regulatorischen Proteine G;*** und G,*
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(das Gift Pertussistoxin [z.B. produziert von den Bakterien Bacillus pertussis und

Haemophilus pertussis, die als Erreger fiir Keuchhusten identifiziert wurden®®

] entkoppelt
die funktionale Bindung von Gj,, und Rezeptor).67 Die G-Proteine der Familie Gj, stehen in
Zusammenhang mit der Inhibition von Adenylylcyclasen® und der Aktivierung von
MAP-Kinasen.”” Der Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 vermittelt im Gegensatz zu CBIR keine
Regulation von Calcium- bzw. Kaliumionenkanélen, was damit auch die CB2R-Defizienz des
zentralen Nervensystems erklirt.”” Die Cannabinoid-Agonisten mit jeweils unterschiedlichen
Affinitdten zu den Subtypen 1 & 2 werden nach ihrer chemischen Struktur in vier Klassen
eingeteilt: i. klassische Cannabinoide ii. bicyclische Cannabinoide iii. Aminoalkylindole und
iiii. Fettsdureamine und -ester.”

Das Interesse an der Untersuchung des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 griindet auf der grof3-
flichigen Assoziation des Rezeptors zum Immunsystems des menschlichen Korpers und den
damit verbundenen Beriihrungspunkten zu den unterschiedlichsten Krankheiten. Die Kenntnis
der physikalischen, funktionalen und strukturellen Eigenschaften konnte die Entwicklung spe-
zifisch wirkender Medikamente ohne unerwiinschte Nebenwirkungen fiir diese Krankheiten
strukturieren und voran bringen.”' Die Literatur beschreibt den Zusammenhang der Agonisten

und der Rezeptoren selbst zu Entziindungserscheinungen und neurogenem Schmerz,**® L

e_
berfibrose,**’ Os‘[eoporose,26’72 Atherosklerose,**" Multiple Sklerose,”® zur Regulation des
Immunsystems z.B. der funktionalen Aktivitit von Phagozyten und der A’-THC induzierten
Inhibition von natiirlichen Killerzellen und weiteren.”

Grundlegende Eigenschaften des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 sind in Tabelle 4 ersichtlich.

Tabelle 4: Zusammenfassung grundlegender Eigenschaften des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2.
(Kalkulation basierend auf www.expasy.ch)
Grofle Wert
Anzahl der Aminoséduren 360
molekulare Masse 39680.7 Da
pl 8.52

Die bisher bestimmten strukturellen Eigenschaften des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 wurden
in Abbildung 6 zusammengefasst. Die Einteilung in hydrophobe bzw. hydrophile Bereiche
sowie die dargestellte Glycosylierungsstelle bei Asparagin (N11) und die Modifizierung der
Serine (S335, S336 und S352) durch Phosphorylierung zu Phosphoserin wurden mit Hilfe von
www.expasy.ch vorgenommen. Die Ausbildung einer achten cytoplasmatischen bzw. teil-
weise membranassoziierten a-Helix von Serin (S303) bis Lysin (K318) wurde iiber struktu-
relle Untersuchungen des C-terminalen Peptidkettenendes mittels Circularem Dichroismus

und NMR von G. Choi et al. (2002) ermittelt’"” und in Abbildung 6 eingefiigt. Weiterhin
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konnte eine Ausbildung von Wasserstoffbriicken innerhalb der Transmembranhelix 6
zwischen dem Stickstoffatom des Indolrings des Tryptophan (W258) und der Carbonylgruppe
des Leucin (L255) sowie eine potentielle Briicke des Tryptophan (W258) und Isoleucin (I256)
nachgewiesen werden.”® Tryptophan wird als Stabilisator von o-helikalen Proteinbestand-
teilen in Membranen beschrieben.”®”” Prolin (P260) verursacht eine typische Aufbrechung der
a-helikalen Struktur der TM6, was die Moglichkeit schafft, dass Cystein (C257) wahrschein-
lich im hydrophilen extrazelluldiren Raum lokalisiert und somit in die durch den Agonist
induzierte Aktivierung des Rezeptors sowie in der Ligandenbindung selbst involviert ist.”
Weitere Proline sind in TM4 (P168) und TM7 (P296) lokalisiert, sodass auch in diesen eine

Unterbrechung der helikalen Struktur zu erwarten ist.
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Abbildung 6:  Schematische Zuordnung der Primirsequenz des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 in hy-
drophile und hydrophobe, transmembrane Bereiche. Die Darstellung wurde mit erwei-
terten strukturellen Charakteristiken bestimmter Aminosiuren versehen: N11...poten-
tiell glycosyliert, D80...selektiv fiir G-Protein-Bindung, P168, P260 und P296...Auf-
brechen der a-helikalen Struktur der Transmembrandominen mit Essentialitiit fiir funk-
tionale Struktur der Rezeptoren,78 C173 & C179...Disulfidbriicke, L.210...essentiell fiir
Agonistenbindung, Y209...essentiell fiir Funktionalitit, W258 & L.255...Wasserstoff-
briicke, W258 & 1256...potentielle Wasserstoffbriicke, C257...vermittelt Aktivierbarkeit
des Rezeptors, beteiligt an Ligandenbindung, S335, S336 und S352...potentielle Phospho-
rylierung (Serin zu Phosphoserin). Die rot hinterlegten Tryptophane stellen die Lokali-
sation der beabsichtigten Isotopenmarkierungen dar. Fiir W158 und W172 wurde eine
Rolle fiir Ligandenbindung und strukturelle Ausprigung beschrieben.” Tryptophan
(W317) ist in der achten cytoplasmatischen Helix lokalisiert, die in die Bindung der
G-Proteine involviert ist.

Ein entscheidender Unterschied zu allen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist ein durch ein
Leucin (L210) ersetztes konserviertes Prolin innerhalb der TMS5 (fiir 86 % aller GPCRs), dass

fir die Bindung von Agonisten essentiell ist.”’ Des Weiteren ist Tyrosin (Y209) innerhalb der
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TM5 cbenfalls essentiell fir die Funktionalitit der Rezeptoren.”’ Innerhalb des zweiten
extrazelluldren Loops wird eine Disulfidbriicke zwischen Cystein (C173) und Cystein (C179)
erwartet.® Es erfolgt keine Kennzeichnung weiterer bisher bestimmter Aminosduren in
Abbildung 6, die in der Bindung von Agonisten beteiligt sind, da diese fiir unterschiedliche

Agonisten ebenfalls divergieren.”"®!

Fir die selektive Bindung des G-Proteins wurde
Asparaginsdure (D80) bestimmt. Eine kritische Rolle fiir die Rezeptor-Ligand-Interaktion
spielen Tryptophane bei den unterschiedlichsten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.”’ Inner-
halb der Transmembranhelix 4 ist ein Tryptophan in allen bekannten GPCRs konserviert und
lasst damit die Vermutung zu, dass diese Aminosiure eine entscheidende Rolle fiir Struktur
und Funktion dieser Art Rezeptoren spielt. Fiir den Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 ist dieses
Tryptophan innerhalb der Primirsequenz an Stelle 158 lokalisiert.” Dem zweiten in der
Transmembranhelix 4 auftretenden Tryptophan (W172) wird eine Funktion in der Liganden-
bindung zugeschrieben.” Die cytoplasmatische Helix 8, die eine Rolle in der Bindung der
G-Proteine hat,”” enthilt ein weiteres Tryptophan (W317).

Der Umstand, dass die im Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 enthaltenen Tryptophane von
entscheidender Bedeutung fiir die Funktionalitét sind, und die duBerst geringe Haufigkeit von
Tryptophan innerhalb der Primirsequenz des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 (8 Tryptophane)
macht mit Hilfe dieser Aminosiure eine Bestimmung konformationeller Anderungen bedingt
durch die Ligandenbindung bzw. Aktivierung des Rezeptors dullerst interessant. Die bis dato
einzige Moglichkeit, nur bestimmte Aminosduresignale zu detektieren, wird durch die NMR-
Spektroskopie durch eine spezifische Isotopenmarkierung der gewiinschten Aminosdure
geboten. Weitere Vorteile der NMR gegentiber einer Untersuchung der dreidimensionalen
Struktur von Transmembranproteinen mittels Rontgenstrukturanalyse werden im Kapitel 2.3
ausgeflihrt. Daher wurde eine Methode zur selektiven Isotopenmarkierung von Tryptophanen
innerhalb von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit der Moglichkeit der Erweiterung auf
weitere geeignete Aminosduren etabliert und verifiziert. Die entwickelte Methode erlaubt
weiterhin eine unspezifische Markierung mittels '>C und '’N der Aminosiuren von liganden-

bindungsfahigen und funktionalen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in Escherichia coli.

2.2.2  Der Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2

Die fiinf bisher identifizierten Neuropeptid Y-Rezeptoren NPY 1R, NPY2R, NPY4R, NPY5R
und NPY6R ordnen sich ebenfalls in die Klasse A bzw. R (Rhodopsindhnliche) der G-Pro-

tein-gekoppelten Rezeptoren ein, fallen jedoch im Gegensatz zu den Cannabinoid-Rezeptoren

13,54

in die Subkategorie f. Weitere Gemeinsamkeiten der flinf Rezeptoren sind die Lokalisa-
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tionen im Hypothalamus, im Stammbhirn und peripheren Geweben. Zudem nutzen diese dqui-
valente Signaltransduktionswege wie die Inhibierung der cAMP-Akkumulation® iiber die In-
hibition der membranstindigen Adenylylcyclase™ und die Auslésung der zellinternen Effekte

uber die Pertussistoxin-sensitiven G-Proteine der Familie Gi/o.78’84

Der Neuropeptid Y-Re-
zeptor Typ 3 wurde nur iiber eine pharmakologische Relevanz (einige Effekte von NPY
konnen nicht von PYY ausgelost werden, sodass ein spezifischer, ausschlie8lich NPY-bin-
dender Rezeptor existieren muss)® beschrieben und konnte aus einem der anderen fiinf Typen
durch posttranslationale Modifizierung entstehen.®® Entgegen anderer Beispiele fiir Subtypen
eines GPCRs, die den gleichen Liganden binden, ist die Sequenzhomologie der Y-Rezeptoren
duBerst gering.* Allerdings sind die Y1-, Y4- und Y6-Rezeptoren gegeniiber dem Y2- bzw.
dem Y5-Rezeptor evolutiondr ndher korreliert und fassen diese in einer Gruppe zusam-
men, 3486
Eine konkrete Lokalisierung des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 wurde im Hippokampus, in
der lateralen Scheidewand von Muskeln, in der Amygdala und im Locus caeruleus (ein Teil
des Gehirns zur Steuerung der Orientierung und Aufmerksamkeit) des Gehirns beschrieben.®’
Die Umstrukturierung bzw. das Wachstum von Knochen ist der Kontrolle des zentralen
Nervensystems iiber Signalwege der im Hypothalamus (Teil des Zwischenhirns zur Steuerung
des vegetativen Nervensystems und der Energichomeostase) lokalisierten Neuropeptid Y-Re-

zeptoren, konkret auch fiir den Y2-Rezeptor beschrieben,”*

unterlegen, denen auch eine
Assoziation zur Regulation der Endocannabinoid-Konzentrationen im Gehirn zugewiesen
wird.”” Dem Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 werden ebenfalls regulatorische Effekte in der
Knochenbildung beigemessen,’” sodass sich zwischen den beiden untersuchten Rezeptoren
dieser Arbeit iiberschneidende und sich gegenseitig beeinflussende Funktionen ergeben. Wei-
terhin beeinflusst die Konzentration des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 die Konzentration
des NPY1R in Osteoblasten, sodass dem Y2-Rezeptor auch in dieser Hinsicht eine regulato-
rische Eigenschaft zugewiesen werden kann.** Weiterhin sind Assoziationen des NPY2R zur
Regulation von Calcium-Tonenkanilen,” zur Inhibierung bzw. Regulation der Neurotrans-
mitterausschiittung am Axonende,* zur Modulierung der Gedéchtnisspeicherzeit,” des Wei-

25,88

teren zur Regulation des Angstgeﬁihls,87 zur Ausbildung von Fettleibigkeit™ " und des meta-

bolischen Syndroms® bekannt. AuBerdem konnte eine Beteiligung des NPY2R in der Steue-

%9 und des damit in Zusammenhang stehenden Hungergefiihls®

rung der Nahrungsaufnahme
sowie in der Regulation der Energichomeostase des Organismus nachgewiesen werden.”
Einen Uberblick iiber die grundlegenden Eigenschaften des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2

bietet Tabelle 5.
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Tabelle 5: Zusammenfassung grundlegender Eigenschaften des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2.
(Kalkulation basierend auf www.expasy.ch)
Grolie Wert
Anzahl der Aminoséduren 381
molekulare Masse 42731.1 Da
pl 6.79

Eine Darstellung der bisher bestimmten strukturellen Eigenschaften des Neuropeptid Y-Re-
zeptors Typ 2 und dessen Assoziation zum Liganden NPY befindet sich in Abbildung 7. Die
Einteilung der Primdrsequenz in Loop-Regionen und hydrophobe Bereiche, sowie die Fest-
legung einer potentiellen Glykosylierungsstelle bei Asparagin (N11),”"** der Disulfidbriicke
zwischen Cystein (C123) und Cystein (C203) sowie der Lipidmodifikation von Cystein
(C342) mit Palmitinsdure wurden iiber www.expasy.ch ermittelt. Weder der extrazellulire
N-Terminus noch die potentielle Glycosylierungsstelle (N11) ist in der direkten Bindung des
NPY involviert, allerdings wurde die Essentialitit des N-Terminus fiir das Halten des Ligan-

den in der Bindungstasche des Rezeptors bestitigt.”’

Eine Aminosdure des Neuropep-
tid Y-Rezeptors Typ 2, die zur Bindung der NPY-Liganden identifiziert wurde, ist Asparagin-
sdure (D292), die eine ionische Bindung zum Arginin (R33) des NPY ausbildet.”** Gluta-
minsdure (E205) wurde ebenfalls als in die Ligandenbindung involvierte Aminosdure be-
stitigt.”>*

Der Ligand der Neuropeptid Y-Rezeptoren NPY, der im zentralen und peripheren Nerven-
system exprimiert wird,”> wurde erstmalig von Kazuhiko Tatemoto 1982 aus dem zentralen
Nervensystem von Schweinen isoliert und formulierte aufgrund der Sequenzhomologien zum
PYY (70 %) und PP (50 %) eine neue Peptidfamilie (Peptidhormone), die die Gemeinsamkeit
besitzen, die Sekretin stimulierte Bauchspeicheldriisensekretion zu inhibieren.”® Die Primir-
sequenz des humanen Neuropeptid Y, bestehend aus 36 Aminosiuren,” unterscheidet sich
nur durch ein Methionin (M17) vom NPY aus Schweinen, das an dieser Stelle ein Leucin
(L17) enthilt.”” Eine extrazellulire Lokalisation des Peptids ermdglicht eine direkte Bindung
von NPY in Losung zum Rezeptor oder nach einer vorangehenden Assoziation mit der
rezeptorumgebenden Membran iiber eine in der Membran-Wassergrenzschicht (bei einer
physiologischen Zusammensetzung der Membran) lokalisierten amphiphatischen o-Helix,
deren geladene Aminoséuren aus der Membran herausragen.”’ Die bisher bestimmten struk-
turellen Eigenschaften wurden in Abbildung 7 zusammengefasst. Diese beinhaltet eine Aus-
bildung der amphiphatischen a-Helix durch die Aminosiduren Alanin (A14) bis Tyrosin (Y36)

des amphiphilen Peptidhormons. Die amphiphatischen Eigenschaften der a-Helix verursachen

gegebenenfalls auch eine Dimerisierung von NPY {iber die hydrophoben Anteile. Die Amino-
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sduren Tyrosin (Y1) bis Prolin (P13) zeigen keinerlei Priferenz fiir eine geordnete Struktur,
noch fiir eine Interaktion mit Membranen oder dem Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 und sind

1.”® Das C-terminale Ende des Neuropeptids Y ist amidiert.”"” Aminosiuren

duBerst flexibe
des NPY, die eine spezifische Bindung zum Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 bedingen, sind
Arginin (R25),” Arginin (R33),*** Arginin (R35),**** Glutamin (G34),” Histidin (H26),*
Leucin (L30),” Threonin (T32),* und Tyrosin (Y36),”>"’ sowie die Amidgruppe des C-termi-

85
nalen Endes.

Abbildung 7:  Schematische Darstellung der in hydrophobe, transmembrane Bereiche und hydrophile,
intra- bzw. extrazelluliire Loop-Regionen eingeteilten Primérsequenz des Neuropeptid Y-
Rezeptors Typ 2 (schwarz). Die gesondert gekennzeichneten Aminosauren stellen bisher
ermittelte strukturelle Besonderheiten dar: N11...potentiell glycosyliert, P105, P127,
P182, P231, P283 & P322...Aufbrechen der a-helikalen Struktur der Transmembrando-
méinen mit Essentialitiit fiir funktionale Struktur der Rezeptoren,”® C123 & C203...po-
tentielle Disulfidbriicke, D292...ionische Bindung zum Liganden NPY (R33), C342...1i-
pidmodifiziert (Palmitinsiure). Die Primiirsequenz des Neuropeptids Y (grau) wurde in
den N-terminalen unstrukturierten, flexiblen Teil (Y1-P13) und die amphiphatische a-he-
likale Domine (A14-Y36) eingeteilt. Die Aminosiuren R25, H26, Y36 und die Amidierung
des C-Terminus spielen gegeniiber den anderen genannten AS in der Bindung zum
NPY2R eine herausragende Rolle.

Die weitreichende pharmakologische Beteiligung des Rezeptors in Krankheiten und regula-
torischen Prozessen des Korpers erfordern aus genannten Griinden eine Kenntnis der dreidi-
mensionalen Struktur des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 im aktiven und aktivierten Zu-
stand. Die Wahl zur Expression dieses Rezeptors fiel auf eine Produktion im inaktiven

Zustand (Akkumulation in Inclusion Bodies), da mit dieser Methodik generell eine um eine
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bis zwei Zehnerpotenzen erhohte Produktivitit (bezogen auf das Kulturvolumen und die Bio-
masse) moglich ist. Die Moglichkeit der Renaturierung dieser unloslichen Aggregate wurde
bereits verifiziert,'” sodass die Expression im inaktiven Zustand fiir den Y2-Rezeptor ange-
wendet werden konnte. Da der Einsatz der duflerst kostenintensiven Substrate zur Isotopen-
markierung so gering wie moglich ausfallen musste, wurde durch die Wahl des Expressions-
systems und einer entsprechenden Optimierungsstrategie des Fermentationsprozesses ein

maximales Ausbeute-Kosten-Verhiltnis beeinflusst.

2.3 Moglichkeiten zur Untersuchung der dreidimensionalen Strukturen von G-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptoren

Das grof3e Interesse an der dreidimensionalen Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
forderte eine schnell fortschreitende Ausbildung der Kenntnisse zur Herstellung, Isolierung
und Stabilisierung von GPCRs. Es wurden bis dato insgesamt vier Kristallstrukturen dieser

aus mehr als 1000 Vertretern bestehenden Proteinklasse veroffentlicht (Abbildung 8).

Abbildung 8: Darstellung der vier bisher bestimmten Kristallstrukturen von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. A. Bovines Rhodopsin,”” B. Humaner p,-Adrenerger Rezeptor,” C. p;-Adre-
nerger Rezeptor des Truthahns,”* D. Humaner A,,-Adenosin-Rezeptor.’

Grundsitzlich bieten sich im Zusammenhang mit der Bestimmung der Sekundir- bzw.
Tertidrstruktur von Proteinen zwei Messmethoden, deren Anwendbarkeit jeweils vom zu
untersuchenden System abhdngt. Die Nutzbarkeit der Rontgenkristallographie und der NMR-
Spektroskopie flir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wird im Folgenden ausgefiihrt. Bisher
wurde keine dreidimensionale Struktur eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors als Gesamt-
protein mittels NMR ermittelt. Allerdings wurde mit Hilfe der Losungs-NMR der Nachweis
iiber einen hochflexiblen, unstrukturierten C-Terminus des bovinen Rhodopsins von AS 334

bis AS 348 erbracht.** Dies war nicht durch die Kristallisation von Rhodopsin nachweisbar.
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Weitere allgemeine Aussagen zu strukturellen Anderungen bei Aktivierung und zur Flexibili-

tit des Rhodopsins konnten ebenfalls mittels NMR-Spektroskopie bewiesen werden.'"!

2.3.1 Die Rontgenstrukturanalyse und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Bei der Verwendung der Rontgenkristallographie als Methode zur Aufklarung der dreidimen-
sionalen Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ergeben sich in der Regel grofle
Schwierigkeiten. Es bleibt dabei natiirlich unbestritten, dass die bisher analysierten GPCRs
mit dieser Methode untersucht wurden und Ergebnisse erbrachten, die die Vorstellung tiber
die Struktur dieser Proteinklasse erheblich verbesserten.

Um die Kristallbildung der ;- und B,-Adrenergen Rezeptoren bzw. des humanen Aja-Ade-
nosin-Rezeptors erst moglich zu machen, mussten diese auf unterschiedliche Weisen stabili-
siert werden. Die angewendeten Methoden fiir den B;-Adrenergen Rezeptor des Truthahns
sahen die Erhohung der Thermostabilitidt und die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
aktiver Agonisten- und inaktiver Antagonistenkonformation auf die Seite der inaktiven Struk-
tur durch sechs Punktmutationen, die Verbesserung der funktionalen Expression durch eine
weitere Punktmutation sowie die Eliminierung der Palmytoylierungsstelle des C-Terminus
durch eine Punktmutation, die Erhohung des Expressionslevels durch die Deletion von
30 Aminosduren des N-Terminus, von 30 Aminosduren des dritten intrazelluliren Loops und
von 115 Aminosduren des C-Terminus sowie die Stabilisierung der Struktur mit Hilfe des
hochaffinen Antagonisten Cyanopindolol vor.** Des Weiteren war die Affinitit dieses Rezep-
tors zu den iiblichen Agonisten Noradrenalin und Isoprenalin um einen Faktor von 2.47 bzw.
650 geringer als die Affinitit des Wildtyprezeptors.** Die ermittelte dreidimensionale Struktur
wurde weiterhin auf der Grundlage von Rezeptoren, die aus einer Detergentienldsung kristal-
lisiert wurden, bestimmt und konnte auch nicht die Eigenschaften des N-Terminus, des dritten
intrazelluliren Loops und des C-Terminus aufgrund hoher Flexibilitit kldren.**

Zur Kristallisation des P,-Adrenergen Rezeptors wurde ein monoklonaler Antikérper, der an
einen nativen aber nicht an einen denaturierten bzw. nicht nativen Rezeptor bindet und auch
nicht die Bindungsaffinitdt von Agonisten oder Antagonisten beeinflusst, an den dritten intra-
zelluldren Loop zur Erhohung der polaren Oberfliche fiir Kristallkontakte gebunden.” Eine
Stabilisierung des Rezeptors wurde iiber die Deletion von 48 Aminosduren des C-Terminus
und die Antagonistenbindung (Carazolol) erreicht.”® Das erhaltene Modell konnte ebenfalls
nicht die hochflexiblen Teile des Rezeptors, wie den N-Terminus, die drei extrazelluldren

Loops, den dritten intrazelluldren Loop, grofle Teile des C-Terminus sowie die in der extra-
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zelluliren Membrangrenzschicht lokalisierten Aminosduren der Transmembranhelices, abbil-
den.”

Bei der Kristallisation des humanen Ajs-Adenosin-Rezeptors wurden gleichermaflen die
bereits genannten StabilisierungsmafBnahmen angewendet. Die Kristallbildung wurde durch
die Deletion von 95 Aminosduren des C-Terminus, den Austausch der Aminosduren des
nahezu gesamten dritten intrazelluldren Loops gegen Lysozym der T4-Bacteriophage und die
Bindung zum A,4-subtypspezifischen Antagonisten ZM241385 ermoglicht.” Die Affinitit zu
Agonisten des Konstrukts wurde durch weitere Zusdtze zur Kristallisation wie Natriumchlorid
stark minimiert. Teile des N- bzw. C-Terminus und des zweiten extrazelluldren Loops
konnten nicht im Strukturmodell dargestellt werden.

Rhodopsin stellt in diesem Zusammenhang eine Ausnahme dar und trennt diesen GPCR von
anderen durch funktionelle und biochemische Charakteristiken.”? Ein sehr groBBer Vorteil von
Rhodopsin gegentiber anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist, dass dieses Protein zum
Einen nur in einem Gewebe lokalisiert ist und damit nur eine Funktion erfiillt und zum
Anderen so gut wie keine Basalaktivitit bei Anwesenheit des spezifischen G-Proteins auf-
weist.”> Da dieser GPCR nur eine Funktion ausiibt, besitzt dieser im Gegensatz zu anderen
auch nur eine geringe Flexibilitdt. Das bedeutet, dass andere Rezeptoren, die teilweise sehr
vielfdltige Funktionen besitzen, ein hohes Mal} an Flexibilitdt der Struktur gewdhrleisten
miissen, um mit unterschiedlichen Liganden und G-Proteinen interagieren zu kénnen.” Dies
verursacht einen sehr stabilen Grundzustand des Rhodopsins. Weiterhin erfolgt eine Stabili-
sierung des Rezeptors natiirlich liber den kovalent gebundenen Liganden 11-cis-Retinal, das
durch Photoisomerisierung in die all-trans-Form die Signaltransduktion des Rezeptors auslost.
Zusétzlich ist die Struktur des Rhodopsin-Molekiils auf einen Schutz des Liganden vor
dulerer chemischer Einwirkung durch ein zum B-Sheet geformten extrazelluliren Loop und
die Bildung einer schirmihnlichen Mikrodomine des N-Terminus ausgerichtet.”> Diese
Eigenschaften konnten bisher keinem anderen GPCR nachgewiesen werden.”> AuBerdem
kann dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor in groBBen Mengen aus natiirlichen Geweben in
nativer Form extrahiert werden. Dies ermdglichte die Bestimmung einer grolen Anzahl von
Kristallstrukturen des Rhodopsins.'” Die erste Kristallstruktur wurde im Grundzustand des
Liganden und somit auch des Rezeptors analysiert,”” gefolgt von einer komplettierten Struktur
im Grundzustand,'® der Struktur fiir Metarhodopsin I*° und Metarhodopsin I1.*!

Aus diesen Grundlagen wird ersichtlich, dass mit der Ausnahme von Rhodopsin eine Kristal-
lisation von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren generell eine duflerst unnatiirliche Stabilisie-

rung bzw. Umgebung erfordert. Die Anwesenheit von Detergentien, die zur Solubilisierung
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und Isolation unbedingt erforderlich sind, sowie die hohe Flexibilitit der Rezeptoren selbst
und vor allem der hydrophilen Loops machen eine Kristallisation von nativen Rezeptoren bei-
nahe unméglich.>* Detergentien kénnen abhingig von der genutzten Konzentration, den Puf-
ferbedingungen und auch der Temperatur in detergentienreiche und detergentienarme Phasen
separieren, was die Bildung von Kristallen unterdriickt.’ Da eine Kristallbildung auch an eine
relativ hohe Konzentration des Zielproteins gekoppelt ist, werden Konzentrationserhohungs-
schritte, wie die Konzentrierung der Rezeptoren durch Zentrifugation durch eine Membran,
herangezogen.” Die Problematik bei dieser Methode ist die gleichzeitige Erhohung der
Detergentienkonzentration, die zum Einen negative Effekte auf die Stabilitdt oder auch Kon-
formation der Rezeptoren hat und zum Anderen wiederum die Kristallbildung erschwert.®
Sich der héufig verwendeten stabilisierenden und die native Konformation unterstiitzenden
Detergentien auf die gewiinschte Konzentration mit Hilfe einer Dialyse zu entledigen, stellt
sich ebenfalls schwierig dar, da eine Dialyse von Substanzen mit &duerst geringen CMCs
unméglich ist.® Diese Umstéinde fithren hiufig zur Nichtreproduzierbarkeit und Fehlern in der
beabsichtigten Priparation.® Ein genereller Nachteil der Kristallisation von Proteinen ist eine
festgelegte Konformation, die nicht gedndert werden kann und somit im Speziellen fiir
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren keine Untersuchungen zur Dynamik der ligandenunabhin-
gigen Struktur, Ligandenbindung, Ligandendissoziation, Signaltransduktion, G-Protein-Bin-
dung und -Aktivierung zulisst.”> Dies wire nur moglich, wenn alle Zustinde einzeln unter-
sucht wiirden, was die Kristallisation unter jeweils verschiedenen Bedingungen erfordert.”
Unter dem Umstand betrachtet, dass die Praparation eines Kristalls, der eine Auflosung unter
3 A bietet, mehrere Jahre dauern kann,'” macht diesen Ansatz einer Nutzung nicht zuging-

lich.

2.3.2 Die NMR-Spektroskopie und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die NMR-Spektroskopie stellt auf keinen Fall eine einfache Losung zur Strukturaufklirung
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren dar. Allerdings wird diese Methode nicht durch die
fiir die Kristallisation genannten Probleme beeinflusst. Detergentien und Lipide sowie Puffer-
bedingungen zeigen keinen Effekt auf die Messmethode. Ein weiterer Vorteil gegeniiber der
Kristallisation stellt sich in der atomaren Auflosung des zu untersuchenden Molekiils bis
0.1 A dar.'™ Die NMR-Spektroskopie ist eine Methode zur Messung des Kernspindrehim-
pulses, der durch die Kernspinquantenzahl charakterisiert wird.'”> Kerne mit ungerader
Massen- bzw. Nukleonenzahl besitzen eine halbzahlige Kernspinquantenzahl (Kategorie 1).

Kernen mit gerader Massenzahl und gerader Ladungs- bzw. Ordnungszahl wird die



Thematische Gundlagen 26

Kernspinquantenzahl Null zugeordnet (Kategorie 2), und Kerne mit gerader Massenzahl und
ungerader Ladungszahl haben eine ganzzahlige Kernspinquantenzahl (Kategorie 3).'” Da die
NMR einen Kernspin erfordert, sind Kerne der Kategorie 2 NMR-inaktiv. Die Kerne der
Kategorie 3 weisen bedingt durch eine nicht sphirische Ladungsverteilung zusitzlich ein
elektrisches Quadrupolmoment auf, das eine wesentlich geringere Lebensdauer des magneti-
sierten Zustandes im Vergleich zu Kernen der Kategorie 1 bewirkt und eine starke Linienver-
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breiterung der Resonanzsignale im Spektrum zur Folge hat.™ Dies kann zu Problemen und

Schwierigkeiten in der Auswertung fijhren.'”

In Biomolekiilen eignen sich vor allem die fol-
genden Kerne (in Klammern natiirliche Haufigkeit) der Kategorie 1: 'H (99.98 %), "*C
(1.11 %), "*N (0.36 %) und *'P (100 %), bzw. der Kategorie 3: *H (0.02 %).'” Begriindet auf
der natiirlichen Haufigkeit miissen fiir die Untersuchung der Struktur von Proteinen mit Hilfe
der Kerne °C, >N, und *H Praparationsmethoden etabliert werden, die allerdings die Verwen-
dung teurer, kiinstlich mit dem jeweiligen Isotop angereicherte Prekursoren erfordern. Die
geringe natiirliche Héufigkeit bietet aber auch den Vorteil der Ermdglichung der aminosdure-
spezifischen Isotopenmarkierung und damit einer hochpriazisen Zuordnung von Resonanz-
signalen zu den jeweiligen Aminosduren. Damit kann eine aminosdurespezifische Markierung
von Proteinen an unterschiedlichen Aminosiuren eine Zuordnung innerhalb des unspezifisch
isotopenmarkierten Proteins erleichtern und die Komplexitit der Resonanzsignalzuweisung
minimieren.

Die Moglichkeiten zur Untersuchung von GPCRs, die sich durch die NMR bieten, sind
duBerst vielfiltig.”> Diese eroffnen eine Detektion von Rezeptor-Ligand-, Rezeptor-Ligand-
G-Protein- und Rezeptor-G-Protein-Interaktionen und allgemein dynamische Aspekte der
GPCR Struktur mit dieser Methode im hochauflésenden Bereich.”> Die Anwendung der ami-
nosdurespezifischen Isotopenmarkierung bietet diese Mdoglichkeit auch ohne eine komplexe
Gesamtzuordnung der Resonanzsignale und macht daher strukturelle Untersuchungen anhand
weniger relativ einfach zu zuordnender Resonanzsignale sehr sinnvoll. Sobald eine Zuord-
nung der Resonanzsignale gelungen ist, konnen mit Hilfe der durch die Bindung von Mole-
kiilen induzierten chemischen Verschiebung die Aminosduren identifiziert werden, die in der
Assoziation beteiligt sind, oder sogar die Anderung der Konformation von Rezeptoren nach-
vollzogen werden.”” Die Schwierigkeiten, die sich in diesem Zusammenhang ergeben, sind
die Zuordnungen der groBen Anzahl von Resonanzsignalen des Gesamtrezeptors® und die
relativ groBe Unempfindlichkeit der NMR, die wie bei der Rontgenkristallographie eine hohe
Konzentration und Homogenitét der Probe erfordert. Die Unempfindlichkeit der NMR-Spek-

troskopie ergibt sich aus der Maxwell-Boltzmann-Statistik.'”® Danach ist der Besetzungszahl-
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unterschied zwischen den energiedrmeren Spins, die parallel zum Magnetfeld ausgerichtet
sind, und den energiereicheren Spins, die antiparallel zum Magnetfeld ausgerichtet sind, nur
sehr gering, daher baut sich die makroskopisch detektierte Magnetisierung aus nur sehr wenig
Spinmomenten auf, die zu detektieren sind.'” Dieser geringen Hiufigkeit muss mit der Erho-
hung der Konzentration und Homogenitét der Probe Rechnung getragen werden. Im Zusam-
menhang mit der Untersuchung von GPCRs mittels Kernspinresonanzspektroskopie ergeben
sich generell zwei Limitationen, die die GroBe dieser Proteine in der Messung und die Pro-
benpréparation, die die Expression von ausreichenden Mengen des Proteins, die Isotopen-
markierung und die Reinheit der Proben betrifft, umfassen.” Die molekulare Masse der Probe
wird nicht nur durch die des zu untersuchenden Rezeptors bestimmt, da die mit der Stabilitdt
und Funktionalitit assoziierten Pufferbestandteile die molekulare Masse der Probe in der
Weise erhohen,'”” dass die Detergentien bzw. Phospholipide die hydrophoben Bereiche des
Rezeptors gegen die hydrophile Pufferlosung abschirmen und somit stindig an den GPCR
gebunden sind. Detergensmizellen sind dabei natiirlich ein hochflexibles System, das durch
einen stetigen Austausch mit der umgebenden Pufferlosung gekennzeichnet ist.’ Trotz dessen
sind im Mittel stets groBe Mengen dieser Stoffe mit dem Rezeptor assoziiert und erhdhen
somit die molekulare Masse betrachtlich, was eine fiir die Losungs-NMR benétigte schnelle

Rotation des Molekiils verhindert.'®

Allerdings sind Anwendungen bekannt bei denen Pro-
teinkomplexe mit molekularen Massen > 200 kDa mittels Losungs- (100 kDa)'*® (Rhodopsin-
DM-Komplex hat eine molekulare Masse von 100 kDa)** und Festkérper-NMR untersucht
wurden.”’ Die Anwendung der Festkdrper-NMR kommt zum Tragen, wenn es sich bei der
Probe um Molekiile handelt, die durch eine stark verlangsamte bzw. nicht auftretende Rota-
tion gekennzeichnet sind.'® Dies ist der Fall, wenn die Molekiile eine molekulare Masse von
100 kDa iiberschreiten, was die Untersuchung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die in
mizelldrem bzw. lipidassoziiertem Zustand vorliegen, moglich macht, sodass die Analyse von
GPCRs in einem natursimulierten Umfeld (Bicellen, Liposomen) durchgefiihrt werden
kann.'” Nicht zuletzt werden Projekte, die eine qualitative und quantitative Untersuchung der
biologischen und strukturellen Eigenschaften von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zum
Inhalt haben, als #uBerst risikobehaftet und finanziell intensiv eingestuft.”> Diese Griinden
erkliren die Motivation zur Anfertigung dieser Arbeit mit dem Ziel der Optimierung der
gesamten Expressionsstrategie zur kostenoptimierten Produktion von nativen und in Inclusion
Bodies eingelagerten GPCRs, die die Anwendbarkeit von E. coli und die Vorteile gegeniiber
anderen Expressionssystemen im Zusammenhang mit der Produktausbeute von GPCRs he-

rausstellt. Zur Produktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind generell alle zurzeit
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genutzten Expressionssysteme (Beispiele und Vergleich in Tabelle 6) denkbar, doch miissen
bei der Wahl des entsprechenden Produktionswirts die unterschiedlichsten Bewertungskrite-
rien erfasst werden. Die Bewertung umfasst den Metabolismus, die Wachstumsbedingungen,
die im Fall der Isotopenmarkierung des Produkts &dufBerst wichtige Medienzusammensetzung,
die Kontrollierbarkeit des Wachstums, die Produktivitit, die Mdglichkeit einer effizienten

Reinigung und nicht zuletzt die Notwendigkeit posttranslationaler Modifikationen des Ziel-

produkts.
Tabelle 6: Vergleich unterschiedlicher Expressionssysteme zur Produktion von G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptoren durch erzielte kulturvolumenspezifische Proteinausbeuten.
. G-Protein- kulturvolumenspezifische
Expressions-
svstem Zelltyp gekoppelter Rezeptorausbeute
y Rezeptor [mg/L]
HEK293S bovines Rhodopsin 2.1
Saugerzellen BHK-21 humaner A,4-Adenosin- 2.0%32
(Semliki Forest Virus) Rezeptor
High Five humaner p-Opioid- 0.4%
Insektenzellen Rezeptor
(Baculovirus) High Five/Sf21 humaner A,5-Adenosin- 2%3!
Rezeptor
Saccharomyces humaner A,s-Adenosin- 4933
Hefen cerevisiae Rezeptor
Pichia pastoris humaner p-Opioid- 12%
Rezeptor
Bakterien humaner A,s-Adenosin- 0.15%1%
(Membranloka- Escherichia coli Rezeptor
lisation durch scherichia coit humaner Cannabinoid- 1M
Fusionsprotein) Rezeptor Typ 2
Bakterien humaner Leukotrien-B4- 10"
. L . Rezeptor Typ 1
(Inclusion ‘BOdy - Escherichia coli humaner Neurokinin- 5112
Expression) Rezeptor Typ 1
B,-Adrenerger Rezeptor 450
zellfrei - (Fusion mit Thioredoxin (1000%'")

A und Go-Untereinheit)

Die Notwendigkeit von posttranslationalen Modifikationen spricht im Gegensatz zu den
iibrigen genannten Bewertungspunkten nicht fiir die Verwendung von Escherichia coli als
Expressionswirt, da diese in der Regel nicht in vivo ausgebildet werden konnen.” Jedoch
konnte fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten GPCRs nachgewiesen werden, dass eine
posttranslationale Modifikation (Phosphorylierung und Glycosylierung) fiir die Funktionalitét
nicht von Bedeutung ist.'”''"® Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch eine Isotopen-
markierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit Siugerzellen (HEK-293) gelingt,**
allerdings ist eine erreichte Effizienz der Isotopeninkorporierung von 49 %°* bei Weitem

nicht ausreichend. Auch die Nutzung markierter Aminoséduren erhoht die Kosten dieser
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Methode sehr stark. Vorteile, die Escherichia coli gegeniiber den anderen Expressionssys-
temen aufweist, umfassen eine einfache genetische Manipulation durch die Verfiigbarkeit
einer Vielzahl von Vektoren und nicht zuletzt durch die breiten Kenntnisse iiber den Metabo-
lismus, die durch extensive Studien in den Jahren 1960 bis 1970 Escherichia coli z7um am

37 Weitere hervorzuhebende

meist verstandenen Organismus iiberhaupt gemacht haben.
Charakteristiken von Escherichia coli sind die einfach zu realisierende Wachstumsbedin-
gungen’’ (Wachstum in Hochzelldichten im Bioreaktor) mit einer sehr hohen spezifischen
Wachstumsrate''* und die Anwendbarkeit einer definierten Medienzusammensetzung®’ basie-
rend auf wenigen Salzen, einer Kohlenstoff- und einer Stickstoffquelle'"” fiir eine hocheffi-
ziente unspezifische und spezifische Isotopenmarkierung mit °C und '°N. Es muss in diesem
Zusammenhang auch die duflerst einfache und reproduzierbare Kontrolle des Wachstums, die
bemerkenswert hohen biomassespezifischen Proteinausbeuten und bei einer Einlagerung des
Zielprodukts in Inclusion Bodies einfache Separation hervorgehoben werden.” Die einfache
Manipulierbarkeit, geringe Komplexitit und hervorragende Kontrollierbarkeit des Systems
Escherichia coli griindet auf dem im Vergleich zu anderen Expressionssystemen kleinen Ge-
nom (E. coli K-12 Genom''®: 4.64 Mio. Basenpaare (Bp), 4288 proteincodierende Sequenzen
(peS), Pichia Pastoris Genom''”: 9.4 Mio. Bp, 5313 pcS, menschliches Genom''®: 2.85 Mrd.
Bp, 25000 pcS). Diese von Escherichia coli erfiillten Kriterien mit einer Assoziation zur
NMR-basierten strukturellen Untersuchung der dreidimensionalen Anordnung rechtfertigen
die Wahl des Bakteriums als Expressionswirt fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die
zellfreie Expression von GPCRs kann als konkurrenzfihiges System betrachtet werden. Es
weist grundsitzlich die gleichen Eigenschaften wie E. coli auf, da Extrakte dieses Bakteriums
zur Durchfithrung der Methode genutzt werden.'"” Dennoch ist eine Ubertragung dieses Sys-
tems in einen fiir die NMR-Spektroskopie geeigneten Maf3stab zurzeit nicht mdglich, da die
bereitgestellten Mengen an Rezeptor in einem Bereich von ca. 450 pg liegen bzw. nur ein
maximales Reaktionsvolumen von etwa 1 ml zulassen und eine Erhéhung des Ansatzes zu
einer dramatischen Verringerung der Ausbeuten fiihrt.” Weiterhin ist eine unspezifische Mar-
kierung (das bedeutet: alle Aminosduren mit °C- bzw. '*N-Isotopen angereichert) sehr kos-
tenintensiv,” da all die benétigten Aminosiuren dann separat isotopenmarkiert sein miissen.
Auch fehlen die posttranslationalen Modifikationen der produzierten GPCRs und eine Rena-
turierung muss ebenfalls erreicht werden. Ein weiterer Nachteil dieser Expressionsmethode ist

die Essentialitit von Fusionspartnern fiir die Expression von GPCRs.’
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3 Materialien und methodische Grundlagen

3.1 Materialien und methodische Grundlagen Cannabinoid-Rezeptor Typ 2

3.1.1 Chemikalien

L-Alanin

Albumin Standard
Ammoniumchlorid
Ampicillin

Antifoam 204
L-Arginin-Monohydrochlorid
L-Asparagin
L-Asparaginsiure

BSA
Calciumchlorid-Dihydrat
Cobaltchlorid-Hexahydrat
Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tablets with EDTA
CP55,940

[*H]-CP55,940

L-Cystein

L-Cystin

DAB Metal Concentrate (10 x)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DL-DTT

Eisen-(IIT)-chlorid

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsdure
G(X.i]

GBiv2

GDP
D-(+)-Glucose-Monohydrat
L-Glutamin
L-Glutaminsiure

Glycerin

Glycin

[*°S]-y-GTP

Hefeextrakt

L-Histidin-Monohydrochlorid-Monohydrat

L-4-Hydroxyprolin

INDIA His Probe®” HRP
L-Isoleucin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfersulfat-Pentahydrat

Laemmli Sample Buffer

L-Leucin
L-Lysin-Monohydrochlorid

Sigma-Aldrich Corp., St.

Thermo Fisher Scientific,

Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.
Sigma-Aldrich Corp., St.

Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
Tocris Bioscience, Ellisville, MO,
Tocris Bioscience, Ellisville, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,

pripariert nach® vom LMBB, NIH, MD,

pripariert nach® vom LMBB, NIH, MD,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Perkin Elmer LAS Inc., Waltham, MA,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,

Louis, MO,
Rockford, IL,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
Louis, MO,
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Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangansulfat-Monohydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

L-Methionin

MOPS

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat
PBS (10 x)

Pepton

L-Phenylalanin
o-Phosphorsédure (85%)
Polyethylenimin

L-Prolin

Precision Plus Protein” Dual Color
Standard

Saccharose

Salzsdure (37%)

Scintisafe Plus 50% SX25-5
Scintisafe Econo F SX22-5
Stable Peroxide Substrate Buffer (I x)
L-Serin

TBS (10 x)

TGS (10 x)
Thiamin-Hydrochlorid
L-Threonin

Transblot Buffer (10 x)

Tris

L-Tryptophan
'*N,-L-Tryptophan

TWEEN 20

L-Tyrosin

L-Valin

2xYT
Zitronensdure-Dihydrat
Zinksulfat-Hepthydrat

3.1.2 Materialien und Kits

Costar® 3599 Clear Microtiter Plate

DC Protein Assay

MF-Millipore® Membrane Filters 0.45um
MultiScreenyrs FB, 1.0/0.65 um, opaque

Ready Gel® Blotting Sandwiches (0.45 um)

Ready Gels® Tris-HCI Gel (4 %/10 %)

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,

Rockford, IL,
Rockford, IL,
Rockford, IL,
Louis, MO,

Thermo Fisher Scientific,
Thermo Fisher Scientific,
Thermo Fisher Scientific,
Sigma-Aldrich Corp., St.
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,

Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD,

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Cambridge Isotopes, Andover, MA,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,

Corning Inc. Life Sciences, Lowell, MA,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Millipore Corporate, Billerica, MA,
Millipore Corporate, Billerica, MA,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
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3.1.3 Geriite

Assure®™ 3 Blood Glucose Monitoring System Arkray USA, Edina, MN, USA

BioFlow® 110 Benchtop Fermentor (3 L) New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
mit NBS BioCommand" Plus Software USA

ISFET IQ125 miniLab Professional pH Meter TerraChem, Shawnee Mission, KS, USA
French® Pressure cell press SLM Instruments, Rochester, NY, USA
LS 6500 Scintillation Counter Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Optima® TLX Ultracentrifuge mit Rotor TLN100 Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Soniﬁer® S$250-4 Branson Corp., Danbury, CT, USA

Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader BioTek Instruments, Winooski, VT, USA

3.1.4 Expressionsplasmid'™

Das verwendete Plasmid pAY130 wurde von Dr. Alexei Yeliseev (Section of Nuclear
Magnetic Resonance, LMBB, NIAA, NIH, 5625 Fishers Lane, Rockville, MD 20852, USA)
auf der Basis des Plasmids pMal-p2 (New England Biolabs) und pRG611/pRG1023
(entwickelt von Dr. R. Grisshammer (Membrane Protein Structure and Function Unit,
NINDS, NIH, 5625 Fishers Lane, Rockville, MD 20852, USA)) entwickelt.'! %12

Das Plasmid codierte ein Fusionsprotein aus Maltose-Bindungsprotein (MBP), gefolgt von
der TEV-Protease-Bindesequenz und dem Affinitits-tag Strep-tag 1l1. Dieser tag war direkt
mit der vollstdndigen Sequenz des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 N-terminal fusioniert. Die
Sequenz des CB2-Rezeptors war C-terminal mit einem Deka-Histidin-fag fusioniert. Der Fu-
sionspartner MBP stellte den Transport in die inneren Membran des Wirtsorganismus und die
stabile Lokalisation des Rezeptors in der Membran sicher. Dabei lagert sich die Signalsequenz
des MBP ebenfalls in die innere Membran ein. Das MBP selbst ist im Periplasma von E. coli
lokalisiert.'”' Die TEV-Protease-Bindesequenz (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Gly) erméglichte
die hochspezifische Bindung der TEV-Protease zur Abspaltung des Maltose-Bindungspro-
teins von der tag-Rezeptor-tag-Fusion zwischen GIn-Gly. Der tag Strep-tag 111 (Trp-Ser-His-
Pro-GIn-Phe-Glu-Lys-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Trp-Ser-His-Pro-

Gln-Phe-Glu-Lys)'** bzw. der Deka-Histidin-rag (10 x His) wurden zur spezifischen Anrei-
cherung und Reinigung genutzt. Die Verwendung beider Affinititssequenzen stellte das

Erhalten des vollstindig synthetisierten Rezeptors aus der Reinigung sicher.

3.1.5 Expressionsstamm

Die Expression des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 wurde im Escherichia coli-Stamm

BL21(DE3) (Stratagene Corp., La Jolla, CA, USA) untersucht und optimiert.
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3.1.6 Losungen

Medienstammlésungen

Alle nicht gesondert gekennzeichneten Stammlosungen wurden bei 121°C (30 min) autokla-
viert. Mit * gekennzeichnete Stammldsungen wurden sterilfiltriert. Nachfolgend werden Fer-
mentationen im Schiittelkolben als Schiittelkolbenversuche bzw. -experimente und Fermenta-

tionen im Bioreaktor als Fermentation bezeichnet.

Induktionsmittel

Die Expression des Zielproteins wurde fiir alle Medientypen mit Isopropyl-p-D-thiogalacto-

pyranosid induziert.

IPTG* 500mM = 119.15g/L  Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(1000 x)

YT-Komplexmedium

AMP* 143mM = 50.00g/LL  Ampicillin

(500 x)

GlcS-KM 278M = 550.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat

(1250 x)

2xYT 10.00 g/  Hefeextrakt

(I x) 934mM = 5.00 g/l Natriumchlorid

16.00 g/  Pepton

Mineralsalzmedium MSM-CB2 (modifiziert auf der Basism)

AMP* 143mM = 50.00g/L  Ampicillin

(500 x)

GlcS 278M = 550.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat
(100 x im Schiittelkolben, 25 x in Fermentationen)

GlyS 13.7M = 1260 g/L  Glycerin (£100%)

(25 x)

MgSO4 974mM = 240.0g/L  Magnesiumsulfat-Heptahydrat

(200 x)

MSM-Salze CB2 510 mM 27.30 g/L  Ammoniumchlorid

(10 x) 838mM = 146.0g/L  Dikaliumhydrogenphosphat
26l mM = 5292 ¢/ Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
327mM = 46.45¢g/LL  Natriumsulfat
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SEL*
(125 x)

Thiamin*
(2000 x)

ZSL (pH 7.0)

1.40mM = 0.2075g/L  Calciumchlorid-Dihydrat
022mM = 0.0525g/L  Cobaltchlorid-Hexahydrat
149mM = 43425¢g/L  EDTA

154mM = 2.5060¢g/L  Eisen-(IlI)-chlorid
0.10mM = 0.0250 g/L  Kupfersulfat-Pentahydrat
0.15mM = 0.0250g/L  Mangansulfat-Monohydrat
0.16 mM = 0.0450 g/LL  Zinksulfat-Hepthydrat

593mM = 200.0g/L  Thiamin-Hydrochlorid

>

1.1M 297.0 g/ Zitronensdure-Dihydrat

(variable Konzentration)

MO9-Minimalmedium'**

AMP*
(500 x)

MgSO,
(1000 x)

C&Clz
(1000 x)

GlcS
(250 x)

MO9-Salze
(10 x)

Thiamin*
(10000 x)

143mM = 50.00g/L  Ampicillin
974mM = 240.0 g/L  Magnesiumsulfat-Heptahydrat
1.OM = 111.0g/L  Calciumchlorid-Dihydrat
278 M = 550.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat
187mM = 10.00g/L  Ammoniumchlorid
423 mM = 60.00g/L  Dinatriumhydrogenphosphat
220mM = 30.00 g/L  Kaliumdihydrogenphosphat
86 mM = 5.00 g/L  Natriumchlorid

29.7mM = 10.00 g/L  Thiamin-Hydrochlorid

Aminosdure-Mineralsalzmedien (AMSM)

Die verwendeten Aminosduren wurden anhand der eingesetzten Konzentrationen kategori-

siert:

ASG 1:

ASG 2:

ASG 3:

4-Hydroxyprolin

L-Alanin, L-Arginin-Monohydrochlorid, L-Asparagin, L-Asparaginséure,
L-Cystein, L-Cystin, L-Glutaminsdure, L-Glutamin, Glycin, L-Isoleucin,
L-Leucin, L-Lysin-Monohydrochlorid, L-Methionin, L-Serin, L-Threonin,
L-Valin

L-Histidin-Monohydrochlorid-Monohydrat, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Tryp-
tophan, L-Tyrosin
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Die folgenden unterschiedlichen Zusammensetzungen des AMSM enthielten die Kompo-
nenten des MSM-CB2 (AMP, MgSO4, MSM-Salze CB2 ohne Ammoniumchlorid, SEL, Thia-
min) in den oben genannten Konzentrationen. Auf die Zugabe von Glucose bzw. Ammonium-

chlorid wird an entsprechender Stelle hingewiesen.

Tabelle 7: Einteilung der verwendeten Aminosiure-Mineralsalzmedien anhand der Aminosiure-
konzentrationen.
: ASG 1 ASG 2 ASG 3 Zugabe von

Medium [mg/L] [mg/L] [mg/L] L-Tryptophan
g g g bei Induktion

AMSM 1 50 100 200 -

AMSM 2 100 200 400 -

AMSM 3 100 200 400 (- L-Trp) +

Losungen fiir SDS-PAGE und Western Blot

SDS-PAGE

Laufpuffer CB2 10 % TGS (10 x) (25 mM Tris/HCI pH 8.3
192 mM Glycin
3.5 mM SDS)

Probenpuffer CB2 95 % Laemmli Sample Buffer (62.5 mM Tris/HCI pH 6.8
0.15 mM Bromphenolblau
3.4 M Glycerin
69.3 mM SDS)

5 % B-Mercaptoethanol
Western Blot
Blockpuffer 045mM = 30.00g/L BSA in TBST

HIS Probe®-SL 0.10mM = 4.00g/L  INDIA His Probe® HRP
(1000 x)

HIS-Reagens 99.9 % Blockpuffer
0.1 % HIS Probe®-SL

Reaktionslosung W 5 % DAB Metal Concentrate (10 x)
95 % Stable Peroxide Substrate Buffer (1 x)

TBST 10 % TBS (10 x) (20 mM Tris/HC1 pH 7.4
500 mM NaCl)
0.05 % TWEEN 20
Transferpuffer 10 % Transblot Buffer (10 x) (310 mM Tris
2.4 M Glycin)

20 % Methanol
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Losungen zur Priparation von E. coli - Membranfragmenten

Fragmentpuffer

PBS

ProtInhL

10 % PBS (10 x)

10 % ProtInhL

292mM = 100.0 g/L  Saccharose

10 % PBS (10 x) (100 mM NaP pH 7.4

1.54 M NaCl)

2 Tabletten Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets with EDTA
in 12 ml PBS

Losungen fiir Ligandenbindungstest

Bindungspuffer

CP55,940-SL

[*H]-CP55,940-SL

PEI-Losung

50mM = 6.06 g/ Tris/HClpH 7.5
0.021 mM = 1.40g/L  BSA
1.00mM = 0.29¢g/L  EDTA
3.00mM = 0.29 g/ Magnesiumchlorid
10uM = 38mg/lL.  CP55,940 in Ethanol
600nM 2= 0.28mg/L  [’H]-CP55,940 in Ethanol
I.5mM = 3.00g/L  Polyethylenimin

Losungen fiir G-Protein-Aktivierungstest

CP55,940-G

G(Xil-SL

GBIYZ'SL

MOPS-Puffer

Puffer G

Reaktionsmix G

20uM = 7.6 mg/L  CP55,940 in Puffer G
I0mM = 209g/L  MOPSpH7.5
40uM £ 16.14mg/L  Gai;
I0mM £ 2.09g/L  MOPSpH7.5
14uM = 052mg/L  Gp;
4uM = 0.11mg/L Gy
I0mM = 2.09g/L  MOPSpH7.5
I0mM = 209g/L  MOPSpH7.5
I5uM = 1.00 g/ BSA
125mM = 2620g/L  MOPSpH7.5
0.114mM = 7.50 g/L  BSA
25mM £ 039¢g/L  DL-DTT
25mM = 0.73¢g/L  EDTA
10ouM = 443mg/L  GDP
025uM = 1348 pg/L  [’°S]-y-GTP
7.5mM = 0.71 g/L  Magnesiumchlorid
297mM = 1736 g/L  Natriumchlorid
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[*°S]-y-GTP besaB eine spezifische Aktivitidt von 1250 Ci/mmol bzw. 46.25 TBq und wies

eine Halbwertszeit von 87.4 Tagen auf.

Stopplosung 20mM = 243 ¢/ Tris/HCI pH 8.0
25mM = 2.38 g/ Magnesiumchlorid
100mM = 5.84 g/ Natriumchlorid

3.1.7 Methoden

Adaption des Expressionswirts an die Minimalmedien

Alle Adaptionen wurden in 125 ml Schiittelkolben mit 25 ml des jeweiligen Mediums bei
einer Schiittelgeschwindigkeit von 230 rpm und einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt. Es
wurde von bereits mit dem Plasmid pAY130 transformierten Escherichia coli BL21(DE3)
(BL21-130) ausgegangen. Diese in 10 % Glycerin gelagerten Zellen wurden in 2 x YT kulti-
viert und als Startpunkt einer Zellbank fiir die Adaption an die jeweiligen Medienzusam-
mensetzungen als Glycerinstocks (10 % Glycerin, Lagerung bei -80°C) angelegt. Die Adap-
tion von BL21-130 an die unterschiedlichen Minimalmedien wurde mit der Beimpfung der in
2 x YT kultivierten Zellen in die Medien initiiert. Das Verfolgen des Wachstums (stiindliche
Messung der optischen Dichte bei 600 nm) ermdglichte die Bestimmung der maximalen spe-
zifischen Wachstumsrate, die als Mal} zur Bewertung der Adaption herangezogen wurde.

Die Bestimmung der maximalen spezifischen Wachstumsrate py.x erfolgte dabei iiber den

Ansatz einer fiir das Wachstum von Mikroorganismen giiltigen Exponentialfunktion'"

mz\x*t
ODg0 um = ODgq nm,0 # gt ™) (1)

mit der optischen Dichte ODgoonm bei einem beliebigen Zeitpunkt t [h], der optischen Dichte
ODg0o nm,0 Zum Startzeitpunkt und der zu bestimmenden maximalen spezifischen Wachstums-

rate pmax [&/(gh)], die sich aus der Gleichung'?

dx *
== 2
X ()

herleitet.'® Bei dieser Gleichung wird die Biomassekonzentration x [g/L] durch die optische

Dichte ODgo nm ersetzt, da ein linearer Zusammenhang zwischen diesen beiden GréBen exis-

tiert.'?

Mit dieser Annahme ergibt sich die Gleichung
d(ODGOOnm)

dt =p* (0D600nm) (3)
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die nach der Losung Gleichung (1) zum Ergebnis hat. Die aus der ersten Adaptionsphase
stammenden Zellen wurden noch vor dem Ubergang in die stationire Phase geerntet und in
10 % Glycerin bei -80°C eingelagert. Diese Zellen wurden nach gleichem Protokoll den
nichsten Adaptionsphasen zugefiihrt. Wenn keine Erhohung der maximalen spezifischen
Wachstumsrate zur vorhergehenden Adaptionsphase zu verzeichnen war, wurde die Adaption
von BL21-130 an die jeweilige Medienzusammensetzung als abgeschlossen betrachtet. Diese

Zellen wurden fiir alle Folgeuntersuchungen verwendet.

Expressionstests

Alle Expressionstests wurden, wenn nicht anders ausgewiesen, in 125 ml Schiittelkolben mit
25 ml des jeweiligen Mediums bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 230 rpm und einer
Temperatur vor Induktion von 37°C bzw. nach Induktion von 20°C durchgefiihrt. Fiir alle Ex-
perimente wurde ein Inkrement zur Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm von 60 Mi-
nuten gewdhlt. Die Induktion der Synthese des Zielproteins wurde mit 0.5 mM IPTG indu-
ziert, begleitet vom gleichzeitigen Shift der Temperatur. Die Inkubationszeiten nach Induk-
tion variierten in den Experimenten und werden im Ergebnisteil ausgewiesen. Die Zeitpunkte
der Probenahme zur Quantifizierung des Rezeptorgehaltes in den Zellen und fiir den Nach-
weis der Funktionalitit des Zielproteins waren ebenfalls unterschiedlich und werden an ent-
sprechender Stelle gekennzeichnet. Diese Proben wurden 3 Minuten bei 16000 x g zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen und das Pellet bei -20°C bis zum Zeitpunkt der entspre-
chenden Tests gelagert.

Fermentationen

Fermentationsparameter

Die Fermentationen wurden in einem 3.0 L BioFlow" Bench-Top-Fermenter mit einem
Kulturvolumen von 1 L durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Regelung und Aufzeichnung der
Prozessparameter von der NBS BioCommand® Plus Software iibernommen. Die Kultivierung
erfolgte im Batchverfahren mit der Zugabe von Glucose und Ammoniumchlorid im Ver-
héltnis von 4:1 bei Bedarf. Der Sollwert fiir den gelosten Sauerstoff (Sauerstoffpartialdruck)
lag bei 30 % und wurde {iber eine Kaskade des Luftzustroms, der Riihrergeschwindigkeit
sowie durch den Zustrom reinen Sauerstoffs realisiert. Des Weiteren wurde der pH-Wert des
Kulturmediums auf einen Wert von 7.0 festgelegt und mit Hilfe der Zugabe von 10 %
Natriumhydroxid bzw. 10 % o-Phosphorséure geregelt. Die Bildung von Schaum im Fermen-

tationsmedium wurde durch die manuelle Zugabe des Antischaummittels Antifoam 204 reali-
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siert. Die Vorgabe eines Temperaturprofils ermoglichte die Reduktion der Temperatur von
37°C auf 20°C innerhalb von 30 Minuten bis zum Zeitpunkt der Induktion der Proteinsyn-
these durch Zugabe von 0.5 mM IPTG.

Inokulum

Zur Herstellung des Inokulums fiir die Fermentation wurden die adaptierten Zellen in
2 x 25 ml Medium der entsprechenden Zusammensetzung iiber Nacht bis zu einer optischen
Dichte von ca. 1.0 angezogen und am Folgetag in 300 ml frisches Medium tiberimpft, sodass
die optische Dichte kurz vor Beginn der Fermentation einen Maximalwert von 3.0 erreicht

hatte. Es wurde anschlieend das zu {iberimpfende Volumen des Kulturmediums mit Hilfe der

Gleichung
%
VFermentation OD 600 Start
Vben(‘)‘ti = (4)
« oD
600 SK

mit der gemessenen optischen Dichte im Schiittelkolben ODggosk, dem zu liberimpfenden
Volumen aus dem Schiittelkolben in die Fermentation Vipenstige [L], der gewiinschten Start-OD
der Fermentation ODggg start und dem Startvolumen der Fermentation Vgermentation [L] abge-
schitzt, um eine Start-OD in der Fermentation von 1.0 zu erreichen. Das errechnete Kulturvo-
lumen wurde steril zentrifugiert und in 50 ml Leitungswasser resuspendiert, gefolgt vom

Uberimpfen in den Fermenter.

Probenahme

Die Probenahme zur Bestimmung des Wachstums, bzw. der Substratkonzentration im Medi-
um erfolgte in den Fermentationsprozessen halbstiindlich. Zur Bestimmung des CB2R-Ge-
haltes bzw. der Funktionalitdt des Zielproteins wurden unterschiedliche Zeitpunkte gewéhlt,

auf die im Ergebnisteil gesondert hingewiesen wird.

Kontrolle des Wachstums

Das Wachstum von BL21-130 wurde anhand der Messung der optischen Dichte bei 600 nm
verfolgt.

Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Glucosekonzentration wurde mit Hilfe des Assure® 3 Blood Glucose Monitoring System

bestimmt. Vor dem Fermentationsstart wurde eine 5-Punkt-Kalibrierungskurve fiir die ausge-
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gebenen Messwerte des Gerites bei der Messung bekannter Konzentrationen von in Fermen-
tationsmedium geldster Glucose erstellt. Ein Beispiel einer 5-Punkt-Kalibrierung findet sich
in Abbildung 9. Die Messung der Proben in den Fermentationen erfolgte nach der Sedimenta-

tion der Zellen durch Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 16000 x g.

5 ¥ 1|
Modell: y = A + B*x
RA2 = 0.997 by
1A = -0.03+0.08
4 B =

1.89 + 0.05 o

|
1

T T T T T T
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

gemessene Glucosekonzentration [g/L]

Glucosekonzentration im Medium [g/L]

Abbildung 9:  5-Punkt-Kalibrierung zur Bestimmung des Glucosegehaltes im Fermentationsmedium.
Erstellt wurde die Kalibrierung im Messbereich des Assure® 3 Blood Glucose Monitoring
System mit Glucosekonzentrationen von 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 und 2.5 g/L. (MSM-CB?2).

Bestimmung der Korrelation zwischen der optischen Dichte bei 600 nm und der Biotrocken-
massekonzentration

Die Bestimmung der Korrelation zwischen der optischen Dichte und der Biotrockenmasse-
konzentration erfolgte aus Proben einer Fermentation. Dazu wurde jeweils 1 ml des Kultur-
mediums in einer Dreifachbestimmung zu Zeitpunkten, an denen die optische Dichte bei
600 nm bestimmt wurde, in getrockneten (3 Tage bei 90°C im Trockenschrank) und ge-
wogenen Reaktionsgefdflen aliquotiert, gefolgt von einer Zentrifugation (10 min, 16000 x g)
und dem Verwerfen des Uberstandes. Das Zellpellet wurde bis zur Massenkonstanz bei 90°C
getrocknet.'”” Die Biotrockenmassekonzentration wurde nach Gleichung (5) mit der Masse

der getrockneten Zellpellets mprym [g] und dem aliquotierten Volumen V4 [L] berechnet.

BTM = M (5)
|14

A

Die lineare Korrelation zwischen der errechneten Biotrockenmassekonzentration und der ge-

messenen optischen Dichte'”® konnte mit der Gleichung

BTM = KF*OD,,,,. (0)
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die die berechnete Biotrockenmassekonzentration BTM [g/L], den Korrelationsfaktor KF
[¢/(L*OD)] und die gemessene optische Dichte bei 600 nm ODgyonm [OD] enthilt, beschrie-

ben werden.

Membranfragmentpraparation

Analysen zur Funktionalitdt von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit Hilfe eines In-vitro-
G-Protein-Aktivierungstests sind nur moglich, wenn C- und N-Terminus des betreffenden
Rezeptors zugénglich sind. Eine Moglichkeit diese Zuginglichkeit im verwendeten Produk-
tionssystem zu erreichen, ist die Herstellung von E. coli-Membranfragmenten, in denen die
Rezeptoren in einer mdglichst genau simulierten natiirlichen Umgebung vorliegen.

Es erfolgte eine Probenahme in Schiittelkolben- und Fermentationsexperimenten zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten mit einem Volumen von jeweils 15 ml der Zellsuspension. Die
Proben wurden bei 4°C und 4500 x g fiir 30 Minuten zentrifugiert, gefolgt vom Verwerfen
des Uberstandes und der Lagerung des Zellpellets bei -20°C bis zur Priparation der Mem-
branfragmente.

Die gesamte Priparation erfolgte auf Eis bzw. mit gekiihlten Puffern (4°C). Das zu préiparie-
rende Zellpellet wurde in 4 ml PBS + 1 ml ProtInhL resuspendiert. Mit Hilfe eines Hoch-
druckhomogenisators bei einem Druck von 55 bar wurden die Membranfragmente der Zellen
generiert. Eine anschlieBende Zentrifugation der Suspension bei 14000 x g (30 min) sedimen-
tierte groBe Membranfragmente bzw. nicht aufgeschlossene Zellen. Der Uberstand wurde
einer Ultrazentrifugation bei 365000 x g (60 min) zugefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen
und das entstandene Pellet aus Membranfragmenten wurde zweimal mit PBS gewaschen und
in Fragmentpuffer resuspendiert und homogenisiert. Die Aliquote von 100 ul wurden in

flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C bis zur Verwendung eingelagert.

Western Blot

Die biomassespezifisch bzw. gesamtproteinspezifisch normierten Proben, auf deren Normie-
rung in den folgenden Abschnitten eingegangen wird, wurden mit Hilfe der Standard
SDS-PAGE in Ready Gels® Tris-HCI Gel (4 %/10 %) analysiert. Als Molekularmassenrefe-
renz wurde der Precision Plus Protein® Dual Color Standard (vorgefirbter Molekularmas-
senstandard mit Referenz-Molmassen von 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 250 kDa)
eingesetzt. Ein anschlieBendes Elektroblotten auf eine Nitrocellulosemembran (Ready Gel”
Blotting Sandwiches (0.45 um)) wurde von der 1-stiindigen Inkubation in Blockpuffer gefolgt,

der eine unspezifische Bindung des verwendeten Reagens an die Membran unterbinden sollte.
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AnschlieBend wurde die hochspezifische Bindung der His Probe® HRP an ein Protein, das in
der Primirstruktur mindestens 6 aufeinanderfolgende Histidine besitzt, durch eine 1-stiindige
Inkubation mit dem HIS-Reagens ermoglicht. Dieser Schritt wurde von mehrmaligem
Waschen mit TBST gefolgt. Ausgeldst wurde die Farbreaktion an den Stellen, an denen das
Reagens gebunden hatte, durch die Zugabe der Reaktionslosung W. Der Abbruch der Reak-

tion erfolgte durch mehrmaliges Waschen mit Wasser.

Analyse des biomassespezifischen CB2R-Gehaltes

Die vergleichende Analyse des CB2R-Gehaltes in der Zellmembran der intakten Zellen
konnte nach einer biomassespezifisch normierten Probenahme aus Schiittelkolbenexperi-
menten und Fermentationen erfolgen. Als Referenz fiir jede Untersuchung wurde jeweils die
gleiche Probe herangezogen und machte eine Vergleichbarkeit fiir alle Experimente moglich.
Die Eigenschaften und das Laufverhalten unterschiedlicher Gele, die Zeit der Inkubation mit
dem HIS-Reagens und die Zeit des Substratumsatzes spielten somit keine Rolle. Bei der
herangezogenen Referenz handelte es sich um eine Probe des Rezeptors im gleichen Expres-
sionssystem, der in Komplexmedium exprimiert wurde. Fiir diesen Standard wurden Expres-
sionslevel, Ligandenbindungsfihigkeit und Funktionalitit bestimmt bzw. nachgewiesen.'*’

Die zu untersuchenden Proben wurden nach der Probenahme (Normierung auf 500 pl einer
optischen Dichte bei 600 nm von 0.822) fiir 3 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert. Nach Ver-
werfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 80 ul Probenpuffer resuspendiert, gefolgt von
einer standardisierten Behandlung mit Ultraschall (6 Pulse a 1 Sekunde mit 1 Sekunde Pause
und einer Leistung von 27 % mit einer 3 mm Mikrospitze). Die Probe wurde erneut einer Zen-
trifugation bei 16000 x g fiir 12 Minuten unterzogen, um den entstandenen Schaum zu besei-

tigen. Die Lagerung bis zur Analyse mittels Western Blot erfolgte bei -20°C.

Analyse des gesamiproteinspezifischen CB2R-Gehaltes in Membranfragmenten

Der Vergleich des CB2R-Gehaltes in priaparierten Membranfragmenten erfolgte iiber die Nor-
mierung auf die Gesamtproteinkonzentration der Proben. Als Referenz wurde der im Ab-
schnitt ,,Analyse des biomassespezifischen CB2R-Gehaltes* beschriebene Standard verwen-
det, der ebenfalls einer Membranfragmentpriparation unterzogen wurde. Die Bestimmung des
Gesamtproteingehaltes erfolgte mit dem DC Protein Assay nach Herstellerangaben mit der
Erstellung einer Kalibrierungskurve mit BSA als Standard in einer Doppelbestimmung, bei
der die BSA-Konzentrationen 0, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 und 2.0 mg/ml verwendet

wurden. Die Gesamtproteinkonzentration der priaparierten Membranfragmente wurde eben-
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falls mit dem DC Protein Assay in einer Doppelbestimmung vermessen. Mit diesen Daten
erfolgte die Normierung der Proben fiir den Western Blot auf 5.6 pg Gesamtprotein in 80 pl
PBS. Nach der Zugabe von Probenpuffer (1:1) wurden die Proben der Analyse mittels
Western Blot zugefiihrt.

Ligandenbindungstest

Die Bestimmung der Ligandenbindungsfdhigkeit der exprimierten Rezeptoren wurde an den
in Membranfragmenten enthaltenen Proteinen durchgefiihrt. Dem Auftauen auf Eis folgte die
oben beschriebene Bestimmung des Gesamtproteingehaltes mittels DC Protein Assay. Die
Proben wurden auf eine Konzentration von 31.2 ug/ml Gesamtprotein in Bindungspuffer
(4°C) normiert. Jeder Reaktionsansatz (jeweils dreifach bestimmt) wurde in einem Volumen
von 200 ul angelegt, der 5 ng Gesamtprotein und die folgenden Konzentrationen an tritium-
markiertem CP55,940, einem bicyclischen Analogon des A’-THC,'™ enthielt: 0.1, 0.2, 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 4.5 und 6.0 nM. Zusitzlich wurde zur Kalkulation der unspezifischen Bindung
des hydrophoben Liganden an die Membranfragmente die gleiche Prozedur durchgefiihrt,
allerdings wurde durch die Zugabe von 1 uM unmarkiertem CP55,940 vor der Zugabe des
trittummarkierten Liganden die Sittigung der Bindungsstellen der verfiigbaren Zielrezep-
toren durch den im groBen Uberschuss vorliegenden unmarkierten Liganden erreicht. Vor der
Uberﬁjhrung der Reaktionsansitze in die MultiScreenyrs FB-Platten, die mit PEI-Losung zur

120
und

Verringerung der Porengrofle der in den Platten enthaltenen Membranen inkubiert
anschlieBend zweimal mit Bindungspuffer gewaschen wurden, wurde eine 1-stiindige Inkuba-
tion bei 30°C durchgefiihrt. Der Bindungspuffer mit ungebundenen Liganden wurde iiber die
Membranen vom Reaktionsansatz getrennt. Drei anschlieBende Waschschritte mit Bindungs-
puffer sollten die Trennung vervollstindigen. Die Membranen wurden fiir eine Stunde ge-
trocknet und anschlieBend in 4 ml Scintisafe Plus 50% SX25-5 aufgenommen. Nach kurzem
Vortexen wurden die Proben im LS 6500 Scintillation Counter vermessen. Die Messung
wurde jeweils nach 3 Stunden wiederholt. Die Auswertung erfolgte nach Gleichung (7) mit

der spezifischen Bindung By, [DPM], der totalen Bindung By [DPM] und der unspezi-
fischen Bindung B,s, [DPM].

Bsp = Btotal - Bunsp (7)

Die ermittelten spezifischen Bindungen fiir jede Ligandenkonzentration wurden zur
Kalkulation der Dissoziationskonstanten kp [nM] herangezogen, die ein MaB fiir die Affinitét

der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung darstellt. Niedrigere kp-Werte bedeuten dabei eine
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hohere Affinitdt. Weiterhin ist der Maximalwert der spezifischen Bindung By, ein Mal3 fiir
die Anzahl der zuginglichen Bindungsstellen, sodass iiber diesen Wert eine qualitative Ab-
schitzung des Expressionslevels ligandenbindungsfihiger Rezeptoren bei unterschiedlichen
Experimenten moglich war. Die Bestimmung dieser Parameter wurde mit Hilfe der Glei-
chung (8) vorgenommen. Diese beschreibt einen hyperpolischen Verlauf und kann fiir
Ligand-Rezeptor-Bindungen unter der Annahme einer 1:1 Stochiometrie genutzt werden.

*
B cLig

max

= 8
e ®)

mit der spezifischen Bindung By, [DPM], dem Maximalwert der spezifischen Bindung B
[DPM], der Dissoziationskonstanten kp [nM] und der Konzentration des tritiummarkierten

Liganden cii; [nM].

G-Protein-AKktivierungstest

Um die Funktionalitit der produzierten CB2-Rezeptoren zu untersuchen, wurden die in
Membranfragmenten enthaltenen Proteine einem G-Protein-Aktivierungstest unterzogen.
Dieser Test basierte auf der Aktivierung eines C-terminal gebundenen G-Protein-Komplexes
durch die N-terminale Bindung des Liganden an den Rezeptor (Kapitel 2.1.3). Dieser G-Pro-
tein-Komplex ist in der Lage bereits gebundenes, unmarkiertes GDP gegen [*°S]-markiertes
GTP auszutauschen, wenn eine Aktivierung stattfindet. Im angewendeten Test wurde mit
einer konstanten Konzentration von Ligand, G-Proteinen und Gesamtprotein (0.75 bzw.
1.5 pg in 10 ul MOPS-Puffer) gearbeitet. Dies machte eine verldssliche qualitative Aussage
iber die Menge funktionaler CB2-Rezeptoren moglich.

Auf dieser Grundlage wurde der Reaktionsansatz jeweils in einer Dreifachbestimmung in
gekiihlten, silikonbeschichteten Glasrohrchen in folgender Reihenfolge zusammengestellt:
Puffer G wurde mit jeweils 5 pl fiir alle Proben vorgelegt, gefolgt von der Zugabe von 10 pl
der Probe. Anschlieend folgten 5 pl des Liganden CP55,940-G und 10 pl der zuvor vorberei-
teten G-Protein-Losung (5 pl Gai;-SL + 27 ul GByy2-SL + 238 ul MOPS-Puffer). Die Zugabe
von 20 ul des Reaktionsmix G startete die angestrebte Umsetzung. Der Ansatz wurde bei
30°C inkubiert und nach 20 Minuten mit 2 ml Stoppldsung behandelt. Der Abbruch der Reak-
tion wurde zusétzlich durch das Abkiihlen auf 4°C unterstiitzt. Nach der Filtration des An-
satzes iiber die MF-Millipore® Membrane Filters und dem dreimaligen Waschen mit Stopp-
16sung wurden die Filtermembranen getrocknet. AnschlieBend wurden die Filter mit 5 ml

Scintisafe Econo F SX22-5 behandelt und der Messung der Radioaktivitit zugefiihrt. Als
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Negativkontrolle wurde Reaktionsmix G (20 pl) auf den Filtermembranen herangezogen. Die
genutzte Positivkontrolle, die fiir alle Experimente als 100 % aktiv definiert wurde, stammte
aus der Expression des CB2-Rezeptors im Komplexmedium. Die unspezifische Bindung des
[**S]-markierten GTP an den G-Protein-Komplex, also ohne Aktivierung, wurde entsprechend
dem oben beschriebenen Protokoll mit der Varianz des Ersetzens der Probe durch Puffer G
realisiert.

Die Auswertung erfolgte auf dquivalenter Berechnungsgrundlage zum Ligandenbindungstest
(Gleichung (7)). Die gemessene Radioaktivitit bestimmt die spezifische Aktivitit Ay, [DPM],
indem die unspezifische Aktivitit Ay, [DPM], verursacht durch die G-Proteine selbst, von
der totalen Aktivitit der Proben A, [DPM] abgezogen wird. Um die Vergleichbarkeit bei

unterschiedlichen Einsatzmengen von Gesamtprotein (0.75 und 1.5 pg) zu erhdhen, wurde

eine gesamtproteinspezifische Aktivitit nach der Gleichung

€))

mit der auf die Gesamtproteinmenge normierten spezifischen Aktivitit Ay, gp [DPM/pg], der

ermittelten spezifischen Aktivitit Ay, und der eingesetzten Menge an Gesamtprotein mgp [Ug]

ermittelt.

3.2 Materialien und methodische Grundlagen Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2

3.2.1 Chemikalien

30 % Acrylamidlésung
Ammoniumchlorid
di-Ammoniumhydrogencitrat
Ammoniumsulfat

Ampicillin

Antifoam 204

APS
Bromphenolblau-Xylencyanol
BSA
Calciumchlorid-Dihydrat
Cobaltchlorid-Hexahydrat
Coomassie G250 Brillant Blue
DAB Metal Concentrate (10 x)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DL-DTT

DNase I

Eisen-(IIT)-chlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
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Essigsdure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsiure
D-(+)-Glucose-Monohydrat
Glycerin

Hefeextrakt

INDIA His Probe® HRP
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kaliumdihydrogenphosphat

Low Molecular Weight Marker
Lysozym

Kaliumchlorid
Kupfersulfat-Pentahydrat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangansulfat-Monohydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumsulfat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat
Pepton

o-Phosphorséure (85%)

Precision Plus Protein™ Dual Color
Standard

Saccharose

Salzsdure (37%)

Stable Peroxide Substrate Buffer (I x)
TEMED

Thiamin-Hydrochlorid

Tris

TWEEN 20

Zinksulfat-Hepthydrat

3.2.2 Materialien und Kits

HiPrep® 26/10 Desalting Column
HisPrep® FF 16/10 Column
Electroporation Cuvettes 25x4 mm gap

3.2.3 Geridte

AccU CHEK" Aviva

Akta® FPLC® mit Unicorn®
BIOSTAT® C-DCU mit MFCS/win 1.0
Gaulin Homogenisator Lab 60
Ultrospec®™ 4000 UV/Visible
Spectrophotometer
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn, DEU
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DEU

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn, DEU
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DEU
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DEU

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, DEU
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, DEU
PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DEU

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DEU
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, DEU
B. Braun Biotech GmbH, Melsungen, DEU
APV Homogeniser GmbH, Liibeck, DEU
Amersham Pharmacia Biotech, Wien, AUT
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3.2.4 Expressionsplasmid °°"

Die Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 wurde auf der Grundlage des Plasmids
phY2 pET41b(+) (im Folgenden pHY?2 bezeichnet), welches von Dr. Peter Schmidt (Institut
fiir Medizinische Physik und Biophysik, Universitit Leipzig, HartelstraBe 16-18, 04107 Leip-
zig) zur Verfiigung gestellt wurde, untersucht und optimiert. Das Plasmid codierte den voll-
standigen Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 fusioniert mit einer C-terminalen fag-Sequenz fiir
8 Histidine, die zur spezifischen Anreicherung und Identifizierung genutzt wurde.

Die Grundlage einer bacteriophagen Polymerase zur Uberexpression von Proteinen in Bakte-
rien, die das verwendete Plasmid nutzt, wurde von Studier und Moffatt 1986 entwickelt."
Dieses Expressionsplasmid wurde aufgrund der Tatsache gewihlt, dass nur die bakteriophage
T7-RNA-Polymerase an den T7-Promotor der pET-Vektoren binden kann. Die E. coli-Poly-
merase ist nicht in der Lage eine Bindung mit dem T7-Promotor einzugehen, daher fiihrt das
Vorhandensein dieser Polymerase auch nicht zur Synthese des Zielproteins. Die Initiation der
Transkription durch beide Polymerasen, die an den entsprechenden Promotor gebunden sind,
wird durch die Bindung von IPTG an den /ac-Repressors bei Induktion und der anschlie-
Benden Verdrangung des Repressor-IPTG-Komplexes vom Operator aufgrund der Ausbil-
dung einer Konformation des Repressors, die keine Affinitdt zum Operator besitzt, ermog-
licht. Die artifizielle DE3-Nukleotidsequenz im Genom von Escherichia coli (zum Beispiel
bei BL21(DE3)) codiert fiir die T7-RNA-Polymerase selbst, deren Expression ebenfalls durch
die Zugabe von IPTG induziert wird. Diese Kombination beider Polymerasen fiihrt zu einer
sehr geringen bis nicht vorhandenen Basalexpression, die bei der Produktion des NPY2R an-
gestrebt wurde, da menschliche, stark hydrophobe Proteine toxische Effekte auf die Zelle
zeigen konnen. Die Uberexpression in Inclusion Bodies kann zudem Proteinmembrankom-
plexe beeinflussen, die in der Bildung von ATP bei der Atmung involviert sind, und fiihrt zur
Einlagerung von Ausgangsstoffen und Sekretionsproteinen in die kompakten Proteinaggre-

gate.'?

Weiterhin wurde fiir a-helikale, hydrophobe, antimikrobielle Peptide der Nachweis
gefiihrt, dass diese keinen Effekt auf Sdugerzellen zeigen, jedoch bei E. coli und weiteren
Bakterien (grampositiv und gramnegativ) zu gehemmtem Wachstum bis hin zum Zelltod
fithren. Es besteht die Annahme, dass diese Peptide durch ihren hydrophoben Charakter trans-
membrane Poren in den Membranen von Bakterien bilden, die zur Membranpermeabili-
sierung und den damit verbundenen Effekten, wie Ionen- und Metabolitverlust sowie

Depolarisierung, fithren.'**'*

A Novagen, pET System Manual, 11™ Edition, verfiigbar unter http://www.merck-chemicals.de/life-science-
research/literature/c_gfib.slO0vMAAAEjhaVumAom
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3.2.5 Expressionsstamm'°

Fiir die Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 wurde der Escherichia coli-Stamm
BL21(DE3)-R3-pRARE2 (EMD, Novagen Brand, Madison, USA), auch Rosetta R3, gewihlt.
Dieses Derivat des BL21(DE3) verfiigte {iber die bekannte Defizienz der Proteasen lon, ver-
antwortlich fiir die proteolytische Degradation von ,,ungewohnlichen®, also rekombinanten
bzw. zellfremden Plroteinen,13 " und ompT, einer Protease der d&uBBeren Membran, die einige re-

138 Weiterhin zeichnete sich dieses Derivat durch

kombinant hergestellte Proteine schneidet.
eine T1-Phagen-Resistenz und ein zusdtzliches Plasmid aus, welches fiir die in E. coli sel-
tenen und in Eukaryonten hédufigeren tRNAs der Codons AGA (Arginin), AGG (Arginin),
CGG (Arginin), AUA (Isoleucin), CUA (Leucin), GGA (Glycin) und CCC (Prolin) codiert.
Dies filihrt zur Nutzung dieses Stammes als Universaliibersetzer fiir den Grofteil eukaryon-
tischer Proteine. Eine Defizienz von bendtigten tRNAs fiihrt zu unterschiedlichen Fehlexpres-
sionstypen, wie Translationsabbriichen, Translationsspriingen oder dem Austausch von Ami-

nosiuren.®

3.2.6 Losungen

Medienstammlésungen

Die Sterilitdt aller Stammlosungen wurde durch Autoklavieren bei 121°C (30 min) erreicht.

Stammldsungen, die mit * gekennzeichnet sind, wurden sterilfiltriert.

Induktionsmittel

Die Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 wurde mit IPTG induziert.

>

IPTG* 500 mM
(500 x)

119.15 g/l Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

SOC—Komplexmediuml39

SOC 200mM = 396g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat
(1x) 5.00 g/l Hefeextrakt
250mM = 0.19g/L  Kaliumchlorid
10.0mM =  095g/L  Magnesiumchlorid
100mM =  246g/L Magnesiumsulfat-Heptahydrat
10.0mM =  0.58g/L  Natriumchlorid

20.00 g/l  Pepton

® Novagen, pET System Manual, 11" Edition, verfligbar unter http://www.merck-chemicals.de/life-science-
research/literature/c_gfib.sO0OvMAAAEjhaVumAom
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LB-Komplexmedium (Schiittelkolben)

Chl* 210mM = 68.00 g/L  Chloramphenicol in Ethanol
(2000 x)

Kan* 103mM = 50.00g/L  Kanamycinsulfat

(500 x)

LB-SK 5.00 g/L  Hefeextrakt

(1x) 85.6mM =  5.00g/L  Natriumchlorid

10.00 g/L  Pepton

LB-Komplexmedium (Batch-Fermentation)

Chl* 210mM = 68.00 g/L  Chloramphenicol in Ethanol
(2000 x)

GlcS-KM 667TmM = 132.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat
(24 x)

MgS0O4-KM 66 mM = 16.3 g/L  Magnesiumsulfat-Heptahydrat
(24 x)

Kan* 103mM = 50.00g/L  Kanamycinsulfat

(500 x)

LB-Batch 60.00 g/  Hefeextrakt

(1.2 x) 11.2mM =  0.60g/L  Ammoniumchlorid
K>;HPO4-KM 758 mM = 132.0g/L  Dikaliumhydrogenphosphat
(12 x)

LB-Komplexmedium (Feed-Fermentation)

ChI* 210mM = 68.00g/LL  Chloramphenicol in Ethanol
(2000 x)

Kan* 103mM = 50.00g/L Kanamycinsulfat

(500 x)

LB-Feed 1.39M = 275.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat
(1 x) 300.0 g/L  Hefeextrakt

Mineralsalzmedium'> MSM-Y?2

Chl* 210mM = 68.00g/L  Chloramphenicol in Ethanol
(2000 x)
GlcS 278 M = 550.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat

(100 x im Schiittelkolben, 25 x im Batch der Fermentationen, 1.25 x im Feed)
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GlyS 13.7M = 1260 g/L  Glycerin (£100%)
(252 x im Schiittelkolben, 63 x im Batch der Fermentationen, 3.15 x im Feed)
Kan* 103mM = 50.00 g/l Kanamycinsulfat
(500 x)
MgSO4 974mM = 240.0g/L  Magnesiumsulfat-Heptahydrat
(200 x)
MSM-Salze Y2 99mM = 5.00g/L Ammoniumchlorid
(10 x) 44mM = 10.00g/L  di-Ammoniumhydrogencitrat
186 mM = 24.60g/L  Ammoniumsulfat
838mM = 146.0g/L  Dikaliumhydrogenphosphat
178 mM = 36.00 g/LL  Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
141mM = 20.00g/L  Natriumsulfat
SEL Y2* 500mM = 0.740 g/L  Calciumchlorid-Dihydrat
(500 x) 0.88mM = 0.210g/L  Cobaltchlorid-Hexahydrat
59.1mM = 1728 g/L EDTA
61.6 mM = 10.00g/L  Eisen-(Ill)-chlorid
040mM = 0.100g/L  Kupfersulfat-Pentahydrat
0.60mM = 0.100g/L  Mangansulfat-Monohydrat
0.64mM = 0.180g/L  Zinksulfat-Hepthydrat
Thiamin* 593mM = 200.0g/L  Thiamin-Hydrochlorid
(2000 x)

Mineralsalzmedium MSM-Y2-opt

ChI* 210mM = 68.00g/L  Chloramphenicol in Ethanol
(2000 x)
GlcS 278M = 550.0g/L  D-(+)-Glucose-Monohydrat

(100 x im Schiittelkolben, 25 x im Batch der Fermentationen, 1.25 x im Feed)

GlyS 13.7M = 1260 g/L  Glycerin (=100%)
(252 x im Schiittelkolben, 63 x im Batch der Fermentationen, 3.15 x im Feed)

Kan* 103mM = 50.00g/L  Kanamycinsulfat

(500 x)

MgSOy4 974 mM = 240.0 g/L  Magnesiumsulfat-Heptahydrat
(200 x)

NH4CI-SL 935mM = 50.00 g/  Ammoniumchlorid pH 7.0

(50 x im Schiittelkolben, 25 x im Batch der Fermentation, 50 x im Feed)

(NH4)2SO4-SL 1.86 M = 246.0g/L  Ammoniumsulfat pH 7.0
(50 x im Schiittelkolben, 25 x im Batch der Fermentation, 50 x im Feed)
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MSM-Salze Y2-opt 838 mM 146.0 g/L  Dikaliumhydrogenphosphat

(5 x) 20lmM = 40.70 g¢/L  Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
327mM = 4644 ¢/l Natriumsulfat

SEL Y2-opt* 1.40mM = 0.2075g/L  Calciumchlorid-Dihydrat

(100 x) 022mM = 0.0525g/L  Cobaltchlorid-Hexahydrat
149mM = 43425¢g/L  EDTA
154mM = 2.5060 g/l Eisen-(IlI)-chlorid
0.10mM = 0.0250 g/ Kupfersulfat-Pentahydrat
0.15mM = 0.0250 g/L  Mangansulfat-Monohydrat
0.16 mM = 0.0450 g/L  Zinksulfat-Heptahydrat

Thiamin* 593mM = 200.0g/L  Thiamin-Hydrochlorid

(2000 x)

Losungen fiir SDS-PAGE und Western Blot

SDS-PAGE
Laufpuffer Y2 125mM = 1514 g/l Tris
(6 x) 960 mM = 72.00g/L  Glycin
174mM =  5.00g/L SDS
Probenpuffer Y2 60mM =  7.27¢/lL.  Tris/HCl pH 6.8
(2 x) 553 mM = 3.30 g/L  Bromphenolblau-Xylencyanol
410M = 378.0g/L  Glycerin
717mM = 56.00 g/L  B-Mercaptoethanol
292mM = 100.0 g/  Saccharose
173 mM = 50.00g/L SDS
Sammelgel 125mM = 15.14¢g/L  Tris
819 mM = 58.20g/L  Acrylamid
145mM =  033g/L APS
11.7mM = 1.80 g/l Bisacrylamid
3.50mM = 1.00g/L  SDS
447TmM =  0.52¢g/l. TEMED
Trenngel 37 5mM = 4542 ¢/l Tris
1.72M = 122.2¢g/L  Acrylamid
1.53mM = 035g/L  APS
11.7mM = 3.78 g/L  Bisacrylamid
3.50mM = 1.00g/L  SDS
559mM = 0.65g/L TEMED
Féarbelosung 4.7mM =  4.00g/L  Coomassie G250 Brillant Blue
1.75M = 105.0g/L  Essigsdure
11.09M = 3555¢g/L.  Methanol
Entfarbelosung 1.75M = 105.0 g/L  Essigsdure
986 M = 316.0g/L  Methanol
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Western Blot
Blockpuffer Y2
HIS Probe®-SL
(1000 x)
HIS-Reagens

Reaktionslosung W

TBST Y2

Transferpuffer Y2

045mM = 30.00 g/L

0.10mM 2

4.00 g/L

99.9 % Blockpuffer Y2
0.1 % HIS Probe®-SL

BSA in TBST Y2

INDIA His Probe® HRP

5 % DAB Metal Concentrate (10 x)
95 % Stable Peroxide Substrate Buffer (I x)

20mM = 024 gL
500mM =  2.92g/L
045mM =  0.56g/L
313mM 2 3.79gL
240mM = 18.00 g/L

49M = 1580 gL

Puffer zur Inclusion Body-Praparation

IB-Puffer A

IB-Puffer B

MgClz-SL

100mM = 12.11gL
10.0mM 2 292g/L
100mM = 12.11gL
60.0mM 2= 17.54g/L

15M = 87.66gL
102mM 2 63.60 g/L

1OM 2 9521 gL

Tris/HCI pH 7.4
Natriumchlorid
TWEEN 20

Tris
Glycin
Methanol

Tris/HCI pH 7.0
EDTA

Tris/HCI pH 7.0
EDTA
Natriumchlorid
Triton X-100

Magnesiumchlorid

Puffer zur Solubilisierung der priparierten Inclusion Bodies

Solubilisierungs-
puffer

100mM = 12,11 ¢g/L
500mM = 7.71¢g/L

1.0mM = 0.29¢g/L
15.0mM = 433¢g/L

Puffer zur chromatographischen Reinigung

Tris/HCI pH 8.0
DL-DTT

EDTA

SDS

52

Die Grundlage der verwendeten Puffer zur chromatographischen Reinigung war die Herstel-

lung der Basispuffer i. 500 mM Dinatriumhydrogenphosphat und ii. 500 mM Natriumdihy-

drogenphosphat. Aus diesen wurden Stammldsungen der Konzentration 500 mM NaP mit den

unten angegebenen pH-Werten hergestellt, indem eine Korrektur des pH-Wertes des vorge-

legten Puffers durch die Titration des jeweils anderen Puffers vorgenommen wurde.
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Entsalzungspuffer ~ 50.0 mM NaP pH 5.7
15.0mM = 433¢g/LL  SDS
Aquilibrierungs- 50.0 mM NaP pH 8.0
puffer 15.0mM = 433g/L  SDS
Elutionspuffer 50.0 mM NaP pH 4.5
15.0mM = 433¢g/L  SDS

3.2.7 Methoden

Transformation von Rosetta R3 mit phY2 mittels Elektroporation13 ?

Die Transformation des E. coli-Stammes Rosetta R3 mit dem Plasmid phY2 wurde durch
Elektroporation erreicht. Dazu erfolgte das Auftauen der elektrokompetenten Zellen und der
Plasmid-DNA auf Eis und anschlieend die Mischung von Zellen und DNA im Verhéltnis
von 50:1 (v/v). Die Elektroporation wurde in einer Elektroporationskiivette mit 4 mm Elektro-
denabstand bei einer Spannung von 1.8 kV, einem Widerstand von 200 Q und einer Kapazitét
von 25 uF durchgefiihrt. Diese Anordnung fiihrte zu optimalen Zeitkonstanten der Pulsldnge
von 4.8 bis 5.0 ms."*’ Direkt im Anschluss wurden die Zellen 20:1 (v/v) in SOC-Medium
suspendiert und unter Schiitteln bei einer Temperatur von 37°C 1 Stunde inkubiert. Danach

wurden die Transformanden der Adaption an die Minimalmedien zugefiihrt.

Adaption des Expressionswirts an die Minimalmedien

Der Start der Adaptionen des Expressionssystems Rosetta R3-phY2 an die diversen Medien-
typen unterschied sich grundlegend zur Beschreibung in Kapitel 3.1.7, da die Uberfiihrung
von bereits in LB-Medium kultivierten Zellen in minimale Medien nicht zum Wachstum
filhrte. Das Ausplattieren der Transformanden auf Medienagar flihrte ebenfalls nicht zum
Erfolg. Zwar wurde eine Koloniebildung unter Selektionsdruck durch entsprechende Anti-
biotika auf LB- und Mineralsalz-Agar nachgewiesen, jedoch war eine Uberfiihrung in eine
Submerskultur nicht moglich. Daher wurden die Transformanden in SOC-Medium (100 pl)
direkt in 25 ml des entsprechenden Mediums iiberimpft. Das Wachstum wurde durch die
stiindliche Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Die Adaption und die Bewer-
tung jeder Adaptionsphase erfolgte analog zum Kapitel 3.1.7.

Expressionstests

Der Nachweis des Zielproteins mittels SDS-PAGE bzw. Western Blot analog zu den Unter-
suchungen fiir den Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 war nicht mdglich. Dies war auf eine Ein-

lagerung des Y2-Rezeptors in Inclusion Bodies wihrend der Expression und der damit ver-
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bundenen schwierigen Solubilisierung im kleinen Maf3stab bzw. in kurzer Zeit (Vergl. Solu-
bilisierung der Inclusion Bodies, Seite 58) zuriickzufiihren. Die Untersuchung von Proben aus
Schiittelkolbenversuchen lieferte daher hinsichtlich des Rezeptorgehaltes kein reproduzier-
bares Ergebnis. Aus diesem Grund wurden die Expressionstests im Fermentationsmaf3stab
durchgefiihrt. Die Parameter entsprachen denen, die im anschlieBenden Absatz dargestellt
werden. Die Zeit nach Induktion, auf die an entsprechender Stelle hingewiesen wird, variierte
in den unterschiedlichen Fermentationen. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit nach
Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 7500 x g fiir 40 Minuten sedimentiert,
vom Uberstand getrennt und bei -80°C eingelagert. Zur Bestimmung des NPY2R-Gehaltes
der Bakterien wurde die im Folgenden erlduterte /nclusion Body-Préparation, Solubilisierung,

chromatographische Reinigung und Bestimmung der Proteinkonzentration durchgefiihrt.

Fermentationen

Fermentationsparameter

Die Kultivierung von Rosetta R3-phY2 erfolgte mit dem 15 L BIOSTAT® C-DCU-Fermenter
in einem Medienvolumen von 5 L. Die Regelung der Prozessparameter iibernahm die Digitale
Steuereinheit (DCU) des Bioreaktors. Eine Aufzeichnung der gemessenen Prozessgroflen
wurde liber die Software MFCS 1.0 vorgenommen.

Alle Fermentationen wurden mit einem Batchprozess gestartet und zur Erhohung der Repro-

duzierbarkeit der Biomasse- und Produktbildungsprofile'*’

als Fedbatchprozess im Open
Loop Control-Verfahren (die liber das Feed gesetzte spezifische Wachstumsrate L ist kleiner
als die maximale spezifische Wachstumsrate pme)'*® weitergefithrt. Der Sollwert und die
Regelungsstrategie fiir den gelosten Sauerstoff wurden analog zum Kapitel 3.1.7 iiber-
nommen. Die Parameter Temperatur und pH-Wert (analoge Regelung zu Kapitel 3.1.7) folg-
ten bei den Optimierungsexperimenten festgelegten Profilen, die an entsprechender Stelle ge-
kennzeichnet werden. Die Unterdriickung der Schaumbildung wéhrend des Prozesses wurde
durch die sensorgesteuerten Zugabe des Antischaummittels Antifoam 204 ermoglicht. Die
Zielproteinproduktion wurde in allen Fermentationen zu diskreten Zeitpunkten durch die Zu-

gabe von 1 mM IPTG induziert, um die Vergleichbarkeit bei unterschiedlichen Experimenten

zu gewdhrleisten. Die Induktionsdauer wird im Ergebnisteil entsprechend ausgewiesen.

Inokulum

Fiir die Herstellung der konzentrierten Zellmasse (Inokulum) zum Beimpfen des Kulturme-

diums im Fermenter wurden die adaptierten Zellen in 2 x 25 ml des entsprechenden Mediums
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fiir 24 Stunden inkubiert (37°C, 140 rpm). Die Zellen dieser Vorkultur wurden in 5 x 200 ml
Kulturmedium tiberimpft, um eine optische Dichte (600 nm) von ~3.0 nach weiteren 24 Stun-
den Inkubation bei gleichen Parametern zu erreichen. Das Volumen, das zum Erreichen der
optischen Dichte von 0.5 zum Start der Fermentation ndtig war, wurde mit Hilfe von Glei-
chung (4) bestimmt und steril zentrifugiert (20 min, 7500 x g, 4°C). Das entstandene Zell-
pellet wurde in 50 ml sterilem Leitungswasser resuspendiert und anschlieBend als Inokulum

fur die Fermentation verwendet.

Probenahme

Wihrend der Fermentationen wurde mit Hilfe einer halbstiindlichen Probenahme das Wachs-
tum anhand der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Die Probenahme zur Bestimmung der
exprimierten Zielproteinmenge erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion, auf

die im Ergebnisteil hingewiesen wird.

Bestimmung der Glucosekonzentration

Die Messung der Glucosekonzentration erfolgte analog zu der in Kapitel 3.1.7 dargestellten
mit der Varianz der Nutzung des ACCU CHEK"™ Aviva-Glucosemessgerites. Fiir dieses wurde
ebenfalls vor jedem Fermentationsstart eine Kalibrierungskurve erstellt, die eine vergleich-

bare Linearitit des Messverhaltens (Abbildung 9) im Messbereich bis 5 g/l Glucose auswies.

Bestimmung der Korrelation zwischen der optischen Dichte bei 600 nm und der Biotrocken-
massekonzentration

Die Korrelation der optischen Dichte bei 600 nm zur Biotrockenmassekonzentration wurde

analog zum Kapitel 3.1.7 (Vorgehensweise und Gleichungen (5) und (6)) bestimmt.

Bestimmung des Ausbeutekoeffizient Yxs

Der zur Erstellung eines Feedprofils notwendige Ausbeutekoeffizient Yxs, der die Menge der
gebildeten Biomasse aus der jeweiligen Kohlenstoffquelle beschreibt,'*” wurde in mehreren
Batchfermentationen ermittelt. Dazu wurde die Kohlenstoffquelle mit einer Konzentration S
von jeweils 20 g/L vorgelegt, die daraus gebildete Biomasse mit Hilfe der Korrelation der
optischen Dichte zur Biotrockenmassekonzentration (Gleichung (6)) bestimmt und der Aus-

beutekoeffizient Yxs mit der Beziehung'**

BTM ,,, — BTM
S

YXS — Start ( 1 0)
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ermittelt. Gleichung (10) beinhaltet den Ausbeutekoeffizienten Yxs [g/g], die Biotrocken-
massekonzentration zum Beginn der Batchphase BTMg, [g/L], die erreichte Biotrocken-
massekonzentration am Ende des Batches BTMgyge [g/L] und die vorgelegte Menge der
Kohlenstoffquelle zum Beginn des Batches S [g/L], die bei Ende des Batches vollstindig

metabolisiert war.

Open Loop Feed Control

Die Versorgung der Mikroorganismen nach dem Ende der Batchphase mit der jeweiligen
Kohlenstoffquelle wurde nach dem Ansatz des Open Loop Feed Control bewerkstelligt. Die
Festlegung einer gewliinschten spezifischen Wachstumsrate g auf einen geringeren Wert als
die maximale spezifische Wachstumsrate von Rosetta R3-phY2 ermoglichte die Korrektur
von unterschiedlichen optischen Dichten am Ende der Batchphase und somit eine wesentlich

9 Die Unterschiede der er-

erhohte Reproduzierbarkeit der Biomasse- und Proteindaten.
reichten Biomasse am Ende der Batchphase werden durch Abweichungen der Startbiomasse
und/oder der Konzentration der Kohlenstoffquelle bedingt.
Gleichung (11) beschreibt die Funktion, mit der definierte Feedprofile erstellt wurden, um die
genannten Bedingungen zu erfiillen. Diese beinhaltet den Zustrom des Feedmediums F pro
Zeiteinheit [g/h], der sich aus der gewiinschten spezifischen Wachstumsrate pg [g/(g*h)], der
Start-Biotrockenmassekonzentration Xor [g/L] zum Zeitpunkt des Feedingstarts, dem Kultur-
volumen Vr [L] zum Zeitpunkt des Feedingstarts, dem Ausbeutekoeffizienten Biomasse aus
Substrat Yxs [g/g], der Substratkonzentration (Konzentration der Kohlenstoffquelle) im Feed
Sr [g/g] und dem Zeitpunkt des Feedingstarts tg [h] zu einer beliebigen Zeit t [h] errechnet.
Fr)= Hset XorVor

Xty (¢~ 1) (11)
YysSr

Die Realisierung des errechneten Feedprofils erfolgte {iber einen gravimetrischen Flow-Con-
troller, der auf der Basis des Vergleichs des intern errechneten und des aktuellen Waagen-
wertes eine Anpassung der Pumpgeschwindigkeit vornahm, um den vorgegebenen Sollwert

zu erreichen.

Untersuchungen des Einflusses von Temperatur, pH-Wert und der eingestellten spezifischen
Wachstumsrate nach Induktion auf die Ausbeute des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2

Um eine Vergleichbarkeit der Experimente zur Untersuchung der Einfliisse von Temperatur
und pH-Wert auf die Produktbildung zu gewihrleisten, wurden alle weiteren Parameter kon-

stant gehalten. Dies schloss bei den Temperaturuntersuchungen, mit denen begonnen wurde,
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einen konstanten pH-Wert von 7.0, einen geregelten Sauerstoffpartialdruck von 30 % im
Medium, eine konstante Lange der Induktion und ein festgelegtes Feedprofil ein.

Die Untersuchungen der Effekte eines verdnderten pH-Wertes auf die Expression wurden bei
den oben genannten konstanten Parametern und der ermittelten optimalen Temperatur durch-
gefiihrt. Den Abschluss bildeten Experimente mit verdndertem Feedprofil nach Induktion bei

den optimalen Parametern fiir Temperatur und pH-Wert.

Zellernte und Lagerung

Die Zellernte erfolgte durch das Ablassen des Kulturmediums mit den enthaltenen Zellen aus
dem Fermenter, gefolgt von der Pelletierung der Mikroorganismen durch Zentrifugation bei
7500 x g und 4°C fiir 40 Minuten. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet
gewogen (BFM [g]) und bei -80°C bis zur weiteren Analyse eingelagert.

Bestimmung der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Rezeptorausbeuten

Die spezifischen Rezeptorausbeuten wurden mit einem standardisierten Protokoll bestimmit,
welches die Vorgehensweise fiir die /nclusion Body-Prépraration, die Solubilisierung der IBs,
die chromatographische Reinigung und die Rezeptorkonzentrationsbestimmung definierte.
Die ermittelten Werte der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Rezeptorausbeuten
wurden zur Beurteilung der Effektivitit der Optimierungsstrategie und zum Vergleich mit

GPCR-Ausbeuten anderer Expressionssysteme herangezogen.

Inclusion Body-Priparation

Bei der Isolation der in Inclusion Bodies eingelagerten Rezeptoren wurde die Tatsache ausge-
nutzt, dass diese eine relativ hohe spezifische Dichte von ca. 1.3 mg/ml aufweisen,'*' sodass
die IBs durch Zentrifugation abgetrennt werden konnten. Allerdings ist dazu eine duBerst
effektive Zelllyse erforderlich, um eine Anreicherung des entstehenden Pellets mit Zellbe-
standteilen und somit eine Verunreinigung der Probe zu verhindern.'* Daher wurde eine
Kombination der in der Literatur'** vorgeschlagenen Vorgehensweisen, wie den Einsatz von
Lysozym, einer Hochdruckdispersion, einer hohen Salzkonzentration im Waschpuffer und
eines Detergens, vorgenommen. Bei Beachten dieser Schritte wird eine hoch spezifische An-
reicherung des Zielproteins erreicht.'*?

Der erste Schritt der Préparation war die Suspendierung des Zellpellets in IB-Puffer A, dessen
Bestandteile Tris zur Pufferung des pH-Wertes und EDTA zur unterstiitzenden Permeabili-

143,144

sierung bis hin zur Lyse der Membranen eingesetzt wurde, mit einem 3.25-fachen Volu-
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men (23.25 ml auf 1 g BFM) mit Hilfe eines UltraTurrax”. Einer halbstiindigen Inkubation
bei RT folgte entsprechend dem Gesamtvolumen des Ansatzes eine Zugabe von 0.375 mg/ml
Lysozym zur Lysierung der Mikroorganismen, 10 Units/ml DNase I zur Fragmentierung der
enthaltenen DNA und 3 mM Magnesiumchlorid. Magnesiumionen wirkten als Cofaktor fiir
die DNase.'” Die Wirksamkeit der Enzyme wurde durch eine Inkubation von weiteren
30 Minuten bei Raumtemperatur sichergestellt. Der darauffolgende Aufschluss des Zellmate-
rials mittels Hochdruckhomogenisator bei 600 bar (3 Zyklen) brachte eine Effizienz von ca.
98 %'*® pro Zyklus und somit nach 3 Zyklen einen Anteil aufgeschlossner Escherichia coli-
Zellen von ca. 99.92 %. Dem Ansatz wurde ein halbes Volumen IB-Puffer B zugesetzt, der
ebenfalls Tris zur Pufferung des pH-Wertes enthielt. Die weiteren Bestandteile Natriumchlo-
rid (Hochsalzwaschpuffer) und Triton X-100 (Detergens) waren aus den bereits genannten
Griinden enthalten. Das im IB-Puffer B enthaltene EDTA sollte nun als Chelator fiir Kationen
mit einer Ladungszahl von > +2 zur Verhinderung der Oxidation des Zielproteins fungie-
ren.'”” Der 1-stindigen Inkubation des Ansatzes bei 4°C folgte eine Sedimentierung der
Inclusion Bodies durch Zentrifugation bei 38000 x g und 4°C fiir 45 Minuten. Dem Verwer-
fen des Uberstandes folgte das Waschen der I1Bs mit IB-Puffer B (2 x) und IB-Puffer A. Die
Waschschritte waren jeweils durch eine Zentrifugation bei den genannten Bedingungen ge-
trennt. Das erhaltene Inclusion Body-Pellet wurde gewogen (myg [g]) und als Aliquanten von

je 5 g bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Solubilisierung der Inclusion Bodies

Um die hauptsichlich aus Zielprotein bestehenden Inclusion Bodies zu solubilisieren, wurde
jeweils ein IB-Aliquant mit 50 ml Solubilisierungspuffer versetzt und iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt. Die verwendete Losung enthielt Tris zur Pufferung des pH-Wertes, EDTA
als Chelator fiir mindestens zweiwertige Kationen'*” und DTT zur Reduktion von inter- und
intramolekularen Disulfidbriicken, die die Effektivitit der Solubilisierung von Inclusion
Body-Proteinen stark vermindern konnen.'* Weiterhin wirkte SDS als denaturierendes Deter-

148 - . . . . .
in diesem Bereich bereits mizellare

gens, das mit einer CMC von etwa 3.5 bis 4.0 mM
Konstrukte bildet, die zur Stabilisierung der stark hydrophoben transmembranen Bereiche der

Rezeptoren in wissriger Losung notwendig waren.

Umpufferung des Solubilisats

Da das Solubilisat Pufferbestandteile enthielt, welche die Reinigung mit der Affinitdtschroma-

tographie (Affinitit des Rezeptor-Histidin-fags zu NTA-gebundenen Ni-lonen) erschweren
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bzw. unmdglich machen, musste eine Umpufferung in einen affinititschromatographisch kon-
formen Puffer erfolgen. DTT wirkt als reduzierendes Agens auf die Nickelionen und wischt
zum Einen die Nickelionen aus dem Ni-NTA-Komplex und verursacht zum Anderen eine
wesentlich geringere Bindefdhigkeit des His—tags.C Weiterhin sollten keine Chelatoren wie
EDTA in diesem Zusammenhang genutzt werden, da EDTA die Ni-lonen bindet und diese
damit vom Komplex Ni-NTA 15st.¢

Das Nutzen einer HiPrep® 26/10 Desalting Column machte den Austausch des proteinumge-
benden Puffers gegen den Entsalzungspuffer mit hoher Effizienz und in wesentlich kiirzerer
Zeit und geringerem Pufferaufwand als bei einer Dialyse mdglich. Die Grundlage des Puffer-
tausches war eine Gelfiltrationschromatographie, bei der grofere Molekiile (Proteine) die
pordse Matrix schneller passierten als kleinere Molekiile (Pufferbestandteile), da diese weiter
in die Poren eindringen und damit einen ldngeren Weg zuriicklegen.

Der genutzte Puffer enthielt Natriumphosphat, das in einem duferst breiten Bereich zur
Pufferung des pH-Wertes genutzt werden kann, und SDS zur Aufrechterhaltung des geldsten
Zustandes des hydrophoben Rezeptors in wissriger Losung. Ein Beispiel fiir die angewendete
Gelfiltrationschromatographie zur Umpufferung des NPY2R findet sich in folgender Abbil-
dung.
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Abbildung 10: Gelfiltrationschromatographie des solubilisierten NPY2R, der in Entsalzungspuffer elu-
iert wurde, um DTT und EDTA aus der Umgebung des Rezeptors zu entfernen. Das dar-
gestellte Beispiel ist der Reinigungsschritt fiir die Fermentation bei 38°C nach Induktion,
einem pH-Wert von 7.0 und einer gesetzten spezifischen Wachstumsrate von 0.14 h™'. Die
HiPrep® 26/10 Desalting Column wurde mit 10 ml solubilisiertem Rezeptor beladen. Das
Elutionsvolumen hat ca. 18.8 ml betragen. In blau ist die Absorbanz bei 280 nm und in
schwarz die Leitfihigkeit dargestellt.

¢ Invitrogen, Ni-NTA Purification System - For purification of polyhistidine-containing recombinant proteins.
Version C, 2006, verfiigbar unter: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ninta_system man.pdf
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Bei jedem Chromatographielauf (Flussrate 3 ml/min) wurde eine Aquilibrierung der HiPrep®
26/10 Desalting Column mit Entsalzungspuffer (2.5 cv) durchgefiihrt. Das Probevolumen des
zuvor zentrifugierten (1 Stunde bei 48000 x g und 15°C) Solubilisats hat pro Lauf zwischen
10 und 11 ml des Gesamtansatzes betragen und hatte jeweils ein Elutionsvolumen von ca. 15
bis 20 ml zur Folge, die in den affinitdtschromatographischen Reinigungsschritt {iberfiihrt
wurden.

Die Zuordnung der beiden weiteren Peaks der Absorbanz erfolgte auf der Kenntnis der ent-
haltenen Pufferbestandteile und der jeweiligen molekularen Massen. EDTA allein ist nicht in
der Lage, Licht bei Wellenlingen groBer 200 nm zu absorbieren, allerdings sind Metall-
EDTA-Komplexe dazu fihig.'* Damit war eine Zuweisung des ersten Peaks nach der
Elutionsfraktion auf EDTA moglich. Der zweite Peak lief sich DTT zuordnen, da dieses eine
geringere Molekularmasse als EDTA aufweist. DTT ist ebenfalls nicht in der Lage Wellen-
langen grofer als 270 nm zu absorbieren, allerdings absorbiert die oxidierte Form von DTT

mit einem Absorptionsmaximum bei 283 nm."*

Reinigung des NPY2R mittels Affinitdtschromatographie

Der C-terminale Histidin-fag des Rezeptors weist eine Affinitit zu jedem Elektronenakzeptor
mit 2 oder mehr positiven Ladungen, die Metallionen wie Ni**, Co*", Cu*" und andere zur
Verfligung stellen, auf. Werden diese Elektronenakzeptoren an einen Chelator, wie NTA,
gebunden, sind nur 3 Bindungsstellen durch den Chelator besetzt, sodass weitere Elek-

tronendonatoren, wie Histidin, reversibel binden kénnen.'>!

Die natiirliche mittlere Haufigkeit
von Histidinen in Proteinen liegt bei ca. 2 %,">> womit Histidin eine der am wenigsten vor-
kommenden Aminosduren ist. Dabei sind diese meist auch in der Primarsequenz verteilt, so-
dass die fag-Sequenz des Rezeptors eine wesentlich hohere Affinitit zum Ni-NTA-Komplex
aufweist. Weitere Vorteile dieser Methode sind die Nutzbarkeit stark denaturierender Be-
dingungen, geringer Konzentrationen an Detergentien, Hochsalzkonzentrationen und gering
konzentrierter Zielproteine.'™

Mit diesem Hintergrund wurde eine Trennung des mit einem 8-fachen His-fag fusionierten
Y2-Rezeptors von den noch zusitzlich in den Inclusion Bodies enthaltenen Proteinen vorge-
nommen. Das vereinigte Eluat der Gelfiltrationschromatographie wurde 1:1 mit Aquilibrie-
rungspuffer versetzt, um eine Korrektur des pH-Wertes zu erreichen. Die HisPrep® FF 16/10
Column wurde mit 2.5 cv Aquilibrierungspuffer fiir das Auftrag der Probe vorbereitet. Dem

Auftragen der gesamten Probe folgte ein Auswaschen der nicht gebundenen Proteine mit

Aquilibrierungspuffer bis zur UV-Signal-Konstanz. Die Lésung des Ni-NTA-gebundenen
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Rezeptors vom Komplex wurde iiber die Anderung des pH-Wertes (Elution mit Elutions-
puffer) der Umgebung des Zielproteins erreicht. Die Reduktion des pH-Wertes hatte eine Pro-
tonierung der Histidine zur Folge, was eine Dissoziation vom Ni-NTA-Komplex bewirkte.'*®
Die Darstellung einer affinititschromatographischen Reinigung des NPY2R ist in der folgen-
den Abbildung dargestellt.
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Abbildung 11: Affinititschromatographische Reinigung des NPY2R aus Inclusion Bodies nach der
Umpufferung mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie und der 1:1 Verdiinnung mit
Aquilibrierungspuffer. Das dargestellte Beispiel ist der Reinigungsschritt fiir die Fermen-
tation bei 38°C nach Induktion, einem pH-Wert von 7.0 und einer gesetzten spezifischen
Wachstumsrate von 0.14 h”™'. Das aufgetragene Volumen belief sich auf 164 ml. Bei einem
Volumen von 218 ml wurde die Elution mit 100 % Elutionspuffer gestartet. Das eluierte
Volumen von 15.4 ml wies eine maximale Absorbanz bei 280 nm von 2250 mAU auf. In
blau ist die Absorbanz bei 280 nm, in schwarz die Leitfihigkeit und in griin die Kon-
zentration des Elutionspuffers dargestellt.

Das aufgetragene Volumen bei der Affinitdtschromatographie, das sich aus dem Eluat der
Gelfiltrationschromatographie und dem zugefiigten Volumen an Aquilibrierungspuffer zu-
sammensetzte, lag bei allen Untersuchungen im Bereich von 150 bis 170 ml. Eluiert wurden
Volumina Vg, [ml] bei den unterschiedlichen Experimenten von ca. 10 bis 20 ml. Der Wert
des Volumens Vgj, wurde bei der Bestimmung der Gesamtproteinmenge, auf die im folgen-
den Abschnitt eingegangen wird, herangezogen. Die Bestimmung der Reinheit des Eluats
wurde mittels SDS-PAGE und die spezifische Identifizierung des Zielproteins mittels
Western Blot-Analyse durchgefiihrt.

Bestimmung der biomasse- und kulturvolumenspezifischen NPY2R-Konzentration

Die Kalkulation der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Rezeptorausbeuten wurde
durch die Bestimmung der Proteinkonzentration der Eluate der Affinitdtschromatographie und

die entsprechende Umrechnung durchgefiihrt. Eine Methode zur Bestimmung von Konzen-
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trationen eines reinen Proteins in Losung ist die Messung der Extinktion (auch Absorbanz)
der Probe bei 280 nm. Die im Protein enthaltenen aromatischen Aminosauren Tyrosin, Tryp-
tophan, disulfidverbriickte Cysteine und zu einem vernachléssigbar geringem Anteil Phenyl-

. 154,155
alanin™"

weisen jeweils eine Absorption bei 280 nm auf, die bei Kenntnis der priméren
Aminosduresequenz und dem damit verbundenen molaren Extinktionskoeffizienten dazu ge-
nutzt werden konnen, die Konzentration des Zielproteins zu bestimmen.'” Dabei musste
weiterhin beachtet werden, ob im Rezeptor enthaltenen Cysteine disulfidverbriickt (Cystin)
waren, da nur Cystine aber nicht die reduzierte Form eine Absorption bei 280 nm aufweisen.

Die Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten € des Y2-Rezeptors wurde mit dem
von www.expasy.ch zur Verfiigung gestellten ProtParam-Tool durchgefiihrt. Die Kalkulation

erfolgte auf der Basis der folgenden Gleichung”

&= nTyrU sin gTyr{) sin T nTryptophan gTryptophan + nCystin gCystin ( 1 2)

mit dem molaren Extinktionskoeffizienten des Gesamtproteins € [M'cm™], der Anzahl nx [-]
bzw. dem Extinktionskoeffizienten ex [M'cm™] der jeweiligen Aminosduren bzw. des Disul-

155,156 .
> Damit wurde der

fides.” Die Literatur beschreibt diese Berechnungsgrundlage analog.
molare Extinktionskoeffizient der cystinhaltigen Form des NPY2R mit ec = 54360 [M'cm™']
und fir die reduzierte Form auf eg = 53860 [M'lcm'l] kalkuliert. Der Zusatz von DTT bei der
Solubilisierung des Y2-Rezeptors bewirkte die Reduzierung der Cystine des Rezeptors,
sodass er fiir die Umrechnung der gemessenen Extinktion des affinitdtschromatographisch
gereinigten Zielproteins in die Y2-Rezeptor-Konzentration Cgj, mit Hilfe des Lambert-Beer-

156

schen Gesetzes (Gleichung (13) ") genutzt wurde.

Eogoum =€*Cpy, *d (13)

mit der Extinktion Eygy [-] bei einer Wellenldnge des eingestrahlten Lichts von 280 nm, dem
molaren Extinktionskoeffizienten des Y2-Rezeptors ohne Cystine eg [M'cm™], der Konzen-
tration der Probe Cgp, [M] und der Schichtdicke d [cm]. Ein Beispiel der Messung eines
UV-Spektrums (Verdiinnung: 10-fach) ist in Abbildung 12 dargestellt. Es wurden jeweils
Spektren, bei denen das Extinktionsspektrum des Elutionspuffers als Referenz genutzt wurde,
von 240 bis 340 nm aufgenommen, um eventuelle Verunreinigungen der Proben mit DNA
nachzuweisen. Bei in Proteinproben enthaltener DNA kann eine Uberlagerung der Extink-
tionsspektren zu falschen Ergebnissen fiithren. Ist jedoch bei diesen Spektren kein lokales

Maximum der Extinktion bei 260 nm zu verzeichnen,"”’ ist die Probe nicht verunreinigt ist.

D http://www.expasy.ch/tools/protparam-doc.html
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Abbildung 12: UV-Spektrum einer ca. 95 bis 98 % reinen Y2-Rezeptor-Probe im Bereich von 240 bis
340 nm. Dargestellt ist ein 10-fach-verdiinntes Eluat der affinitiitschromatographischen
Reinigung einer Probe der Fermentation bei 38°C nach Induktion, einem pH-Wert von
7.0 und einer gesetzten spezifischen Wachstumsrate von 0.14 h™'. Die Referenz, die als
Nullwert der Messung definiert wurde, war der Elutionspuffer. Der Wert der Extinktion
bei 280 nm wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration herangezogen.

Mit der ermittelten Proteinkonzentration des Eluates Cgj, [mg/ml] und dem eluierten Volumen
der Affinitdtschromatographie Vg, [ml] konnte die Gesamtmenge des gereinigten Rezeptors

Mg, [Mg] bestimmt werden (Gleichung (14)).

MRez = CElu * VElu (14)

Die Berechnung der biomassespezifischen Proteinkonzentration des Neuropeptid Y-Rezeptors
Typ 2 wurde mit Hilfe von Gleichung (15) vorgenommen. Diese Gleichung zog zur Berech-
nung der biomassespezifischen Proteinkonzentration Cy, [mg NPY2R/g BFM] die eingesetzte
Biomasse zur IB-Priparation mgpy [g], die erhaltene Menge Inclusion Bodies aus der IB-Pra-
paration myg [g], die eingesetzte Menge IBs zur Solubilisierung mygs, [g] und die ermittelte

Gesamtmenge des Rezeptors nach der Affinititschromatographie mge, [mg] heran.

m m
_ Rez % 1B
C,, =—Reex B (15)
mlBsol mBFM

Aus der Gleichung zur Berechnung der biomassespezifischen Proteinkonzentration lie3 sich

die in der Fermentation produzierte Gesamtmenge des Y2-Rezeptors m,.s [mg] ableiten:

Mg (16)

— % —
mges - Csp Mpey =
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Durch die Division der Gesamtmenge des Rezeptors mg.s [mg] durch das Endvolumen der

Fermentation Vg [L] lieB sich die kulturvolumenspezifische Rezeptormenge Cyolsp [mg/L]

bestimmen (Gleichung (17)).

C

Volsp

m
_ M 17
. (17)

ges

SDS-PAGE und Western Blot-Analyse des NPY2R

Es wurden zwei aufeinander aufbauende Analysemethoden zum Nachweis des Rezeptors ver-

wendet. Der Nachweis der Reinheit und der Molekularmasse des exprimierten NPY2R wurde

mit der SDS-PAGE"®" und der spezifische Nachweis des Zielproteins mit der Western

Blot-Analyse gefiihrt. Ein Beispiel fiir die Anwendung dieser Nachweismethoden findet sich

in der folgenden Abbildung.

A MLW EEnts DHis EHis EHis MDC B
45.0 kDA = <«— 50.0 kDA
<«—— 37.0 kDA
Abbildung 13: Coomassiefirbung (A) und His-tag-spezifischer Western Blot (B) der Proben der Reini-

gungsschritte des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 aus der Fermentation bei 38°C nach
Induktion, einem pH-Wert von 7.0 und einer gesetzten spezifischen Wachstumsrate
von 0.14h%. Als Marker zur Blaufirbung diente My, der Low Molecular Weight Marker,
und als Marker beim Western Blot diente My, der Precision Plus Protein® Dual Color
Standard. Die Probenbezeichnungen sind folgendermafien zuzuordnen: Eg,,, Eluat der
HiPrep® 26/10 Desalting Column, Dy;s, Durchlauf der HisPrep® FF 16/10 Column, Ey;,
Eluat der HisPrep® FF 16/10 Column.

Die Vorgehensweise zur Herstellung der Gele und zum Firben der Proteine mit Coomassie

entsprach den Literaturangaben.””®" Der in diesem Zusammenhang genutzte Molekular-

massenmarker war der Low Molecular Weight Marker. Dieser besal} keine vorgefarbten Ban-

den wie der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard, der optimal fiir die Durchfiihrung

der Western Blot-Analyse war, da die Farbreaktion, wie sie nach dem Protokoll in Abschnitt

3.1.7 entsteht, nicht unspezifisch an der Molekularmassenreferenz stattfand. Die Durch-
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fiihrung der Western Blot-Analyse war analog zu Kapitel 3.1.7. Fiir jede durchgefiihrte Fer-
mentation wurden die Analysen angewendet, um eine Aussage zur Reproduzierbarkeit der
Reinheit zu entwickeln. Der Schluss aus diesen Nachweismethoden war eine ca. 95 bis 98 %
reine Zielproteinprobe nach der affinitdtschromatographischen Reinigung und ein hochspezi-
fischer Nachweis des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 mit einer molekularen Masse von

43.8 kDa.
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4 Experimentelle Ergebnisse
4.1 Experimentelle Ergebnisse Cannabinoid-Rezeptor Typ 2

4.1.1 Adaption des Expressionssystems an unterschiedliche Medientypen

Um die Vergleichbarkeit der Adaptionsfahigkeit des Expressionssystems BL21-130 an unter-
schiedliche Medientypen zu gewéhrleisten, wurden die Adaptionen aus einem Glycerinstock
(YT-Komplexmedium) gestartet. Die bereits beschriebene Beurteilung der Adaption erfolgte
mit Hilfe der spezifischen Wachstumsrate pmax bzw. der damit korrelierten Verdopplungszeit

tp [h] der Mikroorganismen, die sich aus Gleichung (1) ableitet.'*

_In2
IleaX

t (18)
Die Zunahme der maximalen spezifischen Wachstumsrate von Adaptionsphase zu Adaptions-
phase ist fiir die Adaption von BL21-130 an MSM-CB2 5 g/L Glucose ohne Zusatz von Zitro-
nensdure in der folgenden Abbildung visualisiert. Die optischen Dichten (600 nm) beim Start
der Experimente wurden auf einen beliebigen Wert von 0.1 normiert, um bei unterschied-

lichen Startwerten die Zunahme der Wachstumsrate sichtbar zu machen.
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Abbildung 14: Normierte Darstellung der Wachstumskurven in den Adaptionsphasen des Expressions-
systems BL21-130 in MSM-CB2 mit S g/L. Glucose ohne Zusatz von Zitronensiure. Alle
gemessenen Werte der optischen Dichte (Doppelbestimmung) wurden entsprechend der
Normierung des Startwertes auf OD = (0.1 angepasst. Die maximale spezifische Wachs-
tumsrate wurde entsprechend Kapitel 3.1.7 bestimmt. Die Zellen der AP3 wurden als
adaptiert an die Medienzusammensetzung betrachtet, da keine weitere Zunahme der
spezifischen Wachstumsrate zu verzeichnen war. Fiir die erste Adaptionsphase wurden
die Daten nach der Uberwindung einer 1-stiindigen /ag-Phase herangezogen.
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Die in Abbildung 14 visualisierte Adaption wurde fiir die unterschiedlichen Medientypen in
Tabelle 8 und Tabelle 10 zusammengefasst. Weiterhin erfolgte in der 1. Adaptionsphase eine
Beurteilung der maximal erreichten Biomassen in den Medientypen YT-Komplexmedium,
M9-Minimalmedium und MSM-CB2 mit Zitronensdure in den Konzentrationen 0, 0.5, 1.0
und 2.0 g/L als zusitzliche Kohlenstoffquelle bei einer konstanten Glucosekonzentration
(Tabelle 9). Zitronensdure als Kohlenstoffquelle in der Form von di-Ammoniumhydrogen-
citrat wurde in der Literatur als Zusatz fiir ein Minimalmedium beschrieben.'** Das Ersetzen
dieses Stoffes durch Zitronensdure eliminierte eine zusétzliche Stickstoffquelle, sodass eine
effizientere, kostenorientierte, unspezifische Markierung mit '*N-Isotopen ermdglicht wurde.
Allerdings stellte diese weiterhin eine zusétzliche C-Quelle dar. Entweder wéren bei Ver-
wendung der zusitzlichen Kohlenstoffquelle hohere Kosten fiir eine uniforme '*C-Isotopen-
markierung des Zielproteins entstanden oder die Effizienz der Isotopeninkorporierung in das
Produkt wire geringer gewesen, wenn das Substrat nicht die stabilen '*C-Isotope enthalten
hitte. Daher wurde die Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Zitronensdurekonzen-
trationen auf die Wachstumsraten und Biomasseausbeuten bei einer konstanten Glucosekon-

zentration durchgefiihrt.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Zunahme der maximalen spezifischen Wachstumsraten von
BL21-130 in jeder Adaptionsphase fiir die Medientypen MSM-CB2 Glucose, MSM-CB2
Glycerin und M9. Als Referenz wurde die maximale spezifische Wachstumsrate von
BL21-130 in YT-Komplexmedium bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte aus einer
Doppelbestimmung fiir die maximalen spezifischen Wachstumsraten p,,,, [h] (in Klam-
mern die Verdopplungszeiten tp [h]). Der relative Fehler fiir p,., lag im Bereich von
0.15 bis 1.5 %.

YT MSM-CB2 Glucose WA L, bk
Glycerin Glucose
0g/L 05g/L 10gL 20gL 0g/L 2.0 g/L
Zitronensiure Zitronensiure
AP1 1.355 0.412 0.403 0.392 0.389 0.294 0.294 0.448
(0.51) (1.68) (1.72) (1.77) (1.78) (2.36) (2.36) (1.55)

0.444 0.434 0.275 0.261

AP2 - (1.56) ” - (1.60) (2.52) (2.66) -
0.541 0.508 0.277 0.272

AP3 - (1.28) - - (1.36) (2.50) (2.55) -
0.502 0.502

AP4 ~ (1.38) ~ ~ (1.38) ~ ~ ”

Die Entscheidung, welche Adaptionen an die jeweilige Medienzusammensetzung weiter-
gefiihrt werden sollten, entstand zum Einen aus der Bestimmung der maximalen spezifischen
Wachstumsrate der 1. Adaption und zum Anderen aus dem Experiment, das die Bestimmung
der erreichten Biomasseausbeute in Abhdngigkeit der Medienzusammensetzungen bei kon-

stanter Glucosekonzentration (1 g/L) beinhaltete. Dabei wurde die Differenz ODp;s aus der
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maximal erreichten und der zu Beginn des Experiments bestimmten optischen Dichte als
Bewertungskriterium fiir die Biomasseausbeute herangezogen (Tabelle 9). Eine Bestimmung
dieses Zusammenhangs fiir die Nutzung von Glycerin als Kohlenstoffquelle in MSM-CB2
stellte keine Vergleichbarkeit zur Anwendung von Glucose als C-Quelle in den diversen
Medientypen her, da der Ausbeutekoeffizient Yxs vom jeweiligen Substrat abhéngt. Somit
wire der Einfluss der Kohlenstoffquelle und nicht der Einfluss der Medienzusammensetzung
bestimmt worden. Daher wurde der Zusammenhang der gebildeten Biomasse aus Glycerin als

Substrat nicht zum Vergleich in Tabelle 9 herangezogen.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Abhiingigkeit der gebildeten Biomasse von BL21-130 von der
Medienzusammensetzung in MSM-CB2 und M9 bei einer Glucosekonzentration von
1 g/L. Als Referenz wurde die Kultivierung der Mikroorganismen in YT-Komplexme-
dium herangezogen. Die Bewertung der gebildeten Biomasse erfolgte anhand der Diffe-
renz ODp;; aus der maximal erreichten und zu Beginn der Experimente bestimmten
optischen Dichten bei 600 nm. Es wurde der Mittelwert aus einer Doppelbestimmung

gebildet.
M9
YT MSM-CB2 Glucose
Glucose
0g/L 0.5 g/L 1.0 g/LL 2.0 g/L
Zitronensiure
ODpisr 4.665 + 0.755 + 0.703 + 0.675 + 0.635 + 0.398 +
(in AP1) 0.086 0 0.008 0.004 0.021 0.080

Aus diesem Experiment wurde der Schluss gezogen, dass die Medienzusammensetzung von
M9 im Vergleich zu MSM-CB2 wesentlich geringere Biomasse aus gleichem Substrat gene-
riert. Bei der Isotopenmarkierung des Zielproteins auf der Basis einer °*C-Isotopen-markierten
Kohlenstoffquelle hitte dies den Einsatz von etwa 90 % mehr des hochpreisigen Substrates
erfordert. Somit wurde die Verwendung der M9-Medienzusammensetzung fiir weiterfithrende
Experimente verworfen. Der Einsatz von Zitronensdure zeigte eine Abnahme der spezifischen
Wachstumsrate und der Biomasseausbeute von BL21-130 in MSM-CB2 mit zunehmender
Konzentration dieser zusdtzlichen Kohlenstoffquelle. Im Vergleich zum Einfluss der M9-Zu-
sammensetzung lieBe sich der gleiche Schluss ziehen, allerdings waren zu diesem Zeitpunkt
keine Schliisse auf Effekte der Zitronensédure auf die Produktbildung zulédssig. Weiterhin wére
ein um 20 % erhohter Glucoseverbrauch bei hoheren Zielproteinkonzentrationen vertretbar,
daher wurde die Adaption von BL21-130 an MSM-CB2 Glucose und 2 g/L Zitronensdure
fortgesetzt.

Die Aminosduremedien wurden getrennt von den iibrigen betrachtet, da diese, bedingt durch
ihre Zusammensetzung, zwar absolut geeignet sind, um spezifisch und unspezifisch isotopen-
markierte Proteine herzustellen, aber einen sehr hohen Kostenaufwand bedeuten. Zum

Anderen wiren durch teilweise sehr niedrigen Loslichkeiten hochvolumige Ansidtze zur
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Produktion von grofleren Biofeuchtmassen notwendig gewesen. Die Ergebnisse der Bestim-
mung der maximalen spezifischen Wachstumsrate, der Verdopplungszeit und der Biomasse-
ausbeute fiir AMSM 1 sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Eine 2. Adaptionsphase und die
Steigerung der Aminosiurekonzentrationen (AMSM 2 und AMSM 3) fiihrten zu keinerlei
Anderungen in der maximalen spezifischen Wachstumsrate, sodass alle weiteren Experimente
beziiglich der Aminosduremedien aus dieser Adaption erfolgten. Weiterhin war keine Abhin-
gigkeit der maximalen spezifischen Wachstumsrate von der Ammoniumchloridkonzentration
(0 oder 2.7 g/L) in den Aminosduremedien bestimmbar. Die erreichten Biomassekonzentra-
tionen von AMSM 2 und AMSM 3 wurden nicht zur Beurteilung herangezogen. Diese lielen

114

sich aufgrund einer moglichen Limitation des Sauerstoffeintrags in Schiittelkolben ™ bei er-

reichten optischen Dichten iiber 4 bzw. 5 und einem damit verbundenen verdanderten Wachs-

tumsverhalten nicht vergleichbar bestimmen.

Tabelle 10: Zusammenfassung der maximalen spezifischen Wachstumsraten der 1. Adaptionsphase
von BL21-130 in AMSM 1 angereichert mit Ammoniumchlorid und unterschiedlichen
Konzentrationen von Glucose. Dargestellt sind die maximalen spezifischen Wachstums-
raten . [h"], die Verdopplungszeiten tp [h] und die Differenzen ODp;¢ der maximal er-
reichten und zu Beginn gemessenen optischen Dichten bei 600 nm.

Aminosiaure-MSM 1

Glc 0g/L 2¢/L
NH,Cl 2.7 g/L 2.7 g/L
Wmax ['] 1.896 + 0.005 1.903 + 0.006
tp [h] 0.366 % 0.001 0.364 = 0.001
ODp;sr 1.009 + 0.005 3.369+0

4.1.2 Analyse der biomassespezifischen CB2R-Ausbeute in Abhiingigkeit vom Medientyp

Die Analyse der exprimierten Menge des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 in den unterschied-
lichen Medientypen erfolgte mit Hilfe der semiquantitativen Western Blot-Analyse an bio-
massespezifisch normierten Zelllysaten. Diese Analyse stellte eine Vergleichbarkeit der ge-
bildeten Proteinmenge her, indem stets die gleiche Standardprobe (BL21-130 kultiviert in
YT-Komplexmedium) verwendet wurde. Alle Proben wurden in gleicher Weise normiert
(Kapitel 3.1.7). Die auftretenden Unterschiede, bedingt durch das Laufverhalten der Gele oder
etwa die Linge der Inkubation mit dem HIS-Reagens und der Substratlosung, spielten durch
den Einsatz der Referenz keine Rolle. Diese stellte eine Vergleichbarkeit der Analysen der
Bandenintensititen (Referenzintensitit Ir = 1.0) mit der Kodak Molecular Imaging Software
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) zwischen unterschiedlichen Blots her. Es

konnte damit eine Bewertung erfolgen, die eine Aussage relativ zur Referenz zulieB3.
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Die Expressionstests fiir den Vergleich der Produktausbeuten in den diversen Medien wurden
auf der Basis der optimalen Parameter, die fiir die maximale Expression des funktionalen
Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 in YT-Komplexmedium bestimmt wurden,'"® durchgefiihrt.
Dies bedeutete eine Kultivierung der Zellen bis zur Induktion bei 37°C und eine Absenkung
der Temperatur auf 20°C bei Induktion. Die Inkubationsdauer nach Induktion, die mit 0.5 mM
IPTG bei einer optischen Dichte von 1.0 erfolgte, wurde auf 40 Stunden festgelegt.

In Abbildung 15 sind die wéhrend der Kultivierung gemessenen optischen Dichten in
MSM-CB2 Glucose mit und ohne Zitronensdure und in MSM-CB2 Glycerin ohne Zitronen-
siure nachvollziehbar. Der Ubersichtlichkeit halber wurden die letzten gemessenen optischen
Dichten 40 Stunden nach Induktion, die den letzten dargestellten Messdaten entsprachen,

nicht in die Abbildung eingefiigt.
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Abbildung 15: Expressionstests in MSM-CB2 auf der Grundlage unterschiedlicher Kohlenstoffquellen.
Die Induktion, die bei einer optischen Dichte von 1.0 mit 0.5 mM IPTG erfolgte, wurde
von der gleichzeitigen Anderung der Inkubationstemperatur von 37°C auf 20°C begleitet.
Nach dem letzten dargestellten Messpunkt der optischen Dichte bis zum Ende (Induk-
tionszeit 40 Stunden) war kein weiteres Wachstum, also eine konstante optische Dichte,
zu verzeichnen.

Die exprimierte biomassespezifische Ausbeute, die mit der Western Blot-Analyse bestimmt
wurde, ist in Abbildung 16 nachvollziehbar. Es wurden zwei Membranen zur Analyse heran-
gezogen. Die erste Membran stellt die biomassespezifische Proteinausbeute von MSM-CB2
Glucose in einer Doppelbestimmung (Bahn 1 & 2: 0 g/L Zitronensédure, Bahn 3 & 4: 2 g/L Zi-
tronensdure) dar. Die zweite Membran zeigt die biomassespezifisch normierte Probe von
MSM-CB?2 Glycerin (Bahn 5: 0 g/L Zitronenséure) nach einer Induktionszeit von 40 Stunden.
Die entsprechenden Marker und Positivkontrollen der Membranen wurden zur Identifizierung
und Vergleichbarkeit mit visualisiert. Die Negativkontrolle war eine Probe aus dem nicht

induzierten System in MSM-CB2 Glucose (0 g/L Zitronenséure).
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Abbildung 16: Western Blot-Analyse der Expressionsausbeuten des CB2R nach 40 Stunden Induktions-
zeit bei der Induktions-OD 1.0 fiir MSM-CB2 Glucose (Bahn 1 & 2: -Zitronensiure,
Bahn 3 & 4: + Zitronensiure) und MSM-CB2 Glycerin (Bahn 5: -Zitronensiure). Weiter-
hin sind die Molekularmassenmarker Mpc und die Positivkontrollen PK der jeweiligen
Membranen gezeigt. NK ist die Negativkontrolle der Membran 1.

Der offensichtliche Effekt der Kohlenstoffquellen Glucose und Glycerin duflerte sich nicht
nur im Wachstumsverhalten nach Induktion, sondern spiegelte sich auch in der ermittelten
biomassespezifischen Konzentration des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 wider. Glycerin als
Substrat wurde nach diesem Experiment als ungeeignet fiir eine weitere Optimierung der Pro-
teinausbeute in MSM-CB2 befunden. Zitronensdure als zusdtzliche Kohlenstoffquelle zeigte
weder einen positiven noch einen negativen Effekt auf die erhaltene Zielproteinkonzentration
und verdnderte das Wachstumsverhalten nach Induktion nicht. Da allerdings mit diesem Ex-
periment der Einfluss von Zitronensdure auf die Funktionalitit des CB2R nicht geklart wer-
den konnte, wurden die Untersuchungen mit und ohne Zugabe dieser C-Quelle fortgefiihrt.

Der Expressionstest fiir BL21-130 in den Aminosduremedien erfolgte analog zu diesem Expe-
riment und hatte vergleichbare Bandenintensititen fiir das Zielprotein der biomassespezifisch

normierten Proben wie in MSM-CB2 Glucose zur Folge.

4.1.3 Analyse der biomassespezifischen CB2R-Ausbeute in Abhdingigkeit von der op-
tischen Dichte bei Induktion

Der Einfluss der optischen Dichte bei Induktion auf die Produktbildung des Expressionssys-
tems BL21-130 wurde fiir das Medium MSM-CB2 Glucose mit und ohne Zugabe von Zitro-
nensdure untersucht. Dazu wurden Expressionstests in der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen
Weise vorgenommen. Die Induktion erfolgte bei den optischen Dichten 0.5, 1.0, 3.0, 4.5, 5.5,
6.0 und 12.0. Fiir die Induktion bei den optischen Dichten von 6.0 und 12.0 wurde jeweils die
doppelte bzw. vierfache Menge des Standardvolumens von 25 ml vorgelegt, mit BL21-130
beimpft und bei Erreichen einer OD von 3.0 steril zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte das Re-
suspendieren in 25 ml frischem Medium (bei ODyyg 12.0: 10 g/L Glucose), direkt gefolgt von
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der Induktion (0.5 mM IPTG) und der Anderung der Inkubationstemperatur auf 20°C. Die

Zellen wurden fir 40 Stunden nach Induktion inkubiert. Die resultierenden Wachstumskurven

des Expressionswirtes in MSM-CB2 Glucose ohne Zitronensédure (dquivalentes Wachstums-

verhalten nach Induktion bei Zusatz von Zitronensdure) findet sich in Abbildung 17.

Abbildung 17:
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Expressionstest zur Untersuchung des Einflusses der optischen Dichte bei Induktion auf
die gebildete biomassespezifische CB2R-Konzentration 40 Stunden nach Induktion. In-
duziert wurde die Proteinexpression bei optischen Dichten von 0.5, 1.0, 3.0, 4.5, 5.5, 6.0
und 12.0 mit 0.5 mM IPTG. Jede Bedingung wurde in einer Doppelbestimmung unter-
sucht, deren Mittelwert dargestellt ist. Fiir die Induktions-ODs 6.0 und 12.0 wurden die
Zellen steril durch Zentrifugation und Resuspendieren in frischem Medium aufkon-
zentriert. Die Temperatur vor Induktion hat 37°C und nach Induktion 20°C betragen.

Die Bestimmung der gebildeten Rezeptormenge wurde mit der Western Blot-Analyse zur

Quantifizierung der biomassespezifischen CB2-Rezeptor-Konzentration 40 Stunden nach In-

duktion durchgefiihrt (Abbildung 18).

Abbildung 18:

1 2 3 4 5 6 NK PK Myg| 7 M, PK

Analyse der Abhiingigkeit des biomassespezifischen CB2R-Gehaltes des Expressions-
systems BL21-130 von der optischen Dichte bei Induktion mittels Western Blot. Die
untersuchten Proben waren: 1 ODy,q=0.5, 2 ODy,q=1.0, 3 ODy,q=3.0, 4 ODy,q =4.5,
5 ODyq =5.5, 6 ODypg = 6.0 und 7 ODy,q = 12.0. Als Referenz wurde die Positivkontrolle
PK (CB2R exprimiert in YT-Komplexmedium, ODy,q = 0.5), eine Negativkontrolle NK
(nichtinduziertes BL21-130-System) und eine Molekularmassenreferenz Mpc herange-
zogen.
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Die eindeutige Zunahme des biomassespezifischen Rezeptorgehaltes der Zellen wurde quanti-
tativ erfasst, indem die Bandenintensitéit der Positivkontrolle (CB2R exprimiert in YT-Kom-
plexmedium, ODpg=0.5) auf einen Wert von 1.0 gesetzt und alle weiteren ermittelten
Bandenintensititen auf diese bezogen wurden. Die Zuordnung der relativen Produktausbeute
zur optischen Dichte bei Induktion erfolgte graphisch in Abbildung 19 und zeigt die Bestéti-
gung der getroffenen Aussage, dass eine Induktion bei hoheren optischen Dichten zur Formie-

rung hoherer Zielproteinkonzentrationen fiihrte.
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Abbildung 19: Abhéngigkeit des relativen biomassespezifischen CB2R-Gehaltes von der optischen
Dichte (600 nm) bei Induktion. Der CB2R-Gehalt wurde iiber die Analyse der Banden-
intensitiit, resultierend aus der Western Blot-Analyse, bestimmt. Als Referenz wurde die
Bandenintensitit des CB2-Rezeptors, exprimiert in YT-Komplexmedium (ODy,4 =0.5),
auf einen Wert von 1.0 gesetzt. Der rein mathematische, logistisch-sigmoide Fit der
Kurve wurde mit der Gleichung y = A/(1+exp(-K(x-x¢))) vorgenommen.

Da die exprimierte Rezeptormenge keinen Schluss auf die Funktionalitit zulieB3, wurde fiir
alle angegebenen Proben (auBer ODyp,g=5.5) ein G-Protein-Aktivierungstest durchgefiihrt.
Die Proben wurden der Membranfragmentpriparation, der Normierung des eingesetzten Ge-
samtproteins (0.75 pg) mit Hilfe des DC Protein Assay und dem Aktivierungstest in einer
Dreifachbestimmung (Kapitel 3.1.7) unterzogen. Als Standard fiir den G-Protein-Aktivie-
rungstest wurden erneut in Komplexmedium exprimierte Cannabinoid-Rezeptoren des Typs 2
(ODmg = 0.5) herangezogen. Diese Referenz wurde analog zu den genannten Proben nach
beschriebenen Protokollen behandelt.

Die erhaltenen Ergebnisse des Tests wurden auf 1 pug Gesamtprotein normiert und in
Abbildung 20 dargestellt. Die Resultate des G-Protein-Aktivierungstests implizierten eben-
falls eine biomassespezifische Zunahme der Funktionalitit (der Menge an funktionalen

Rezeptoren) mit einer steigenden optischen Dichte bei Induktion.
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Spezifische Aktivitit
[DPM / pg Gesamtprotein]
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Abbildung 20: Analyse der spezifischen Aktivitit der exprimierten CB2-Rezeptoren in einem G-Protein-
Aktivierungstest, deren Expression bei unterschiedlichen optischen Dichten (0.5, 1.0, 3.0,
4.5, 6.0 und 12.0) induziert wurde. Bestimmt wurde die spezifische Aktivitit der Rezep-
toren nach einer 40-stiindigen Expressionsphase. Als Referenz wurde eine Probe, produ-
ziert in YT-KM (ODy,4 = 0.5), genutzt. Es wurde 0.75 pg Gesamtprotein analysiert.

Die von dieser Behauptung abweichenden Aktivititen bei ODp,g = 6.0 und ODy,g = 12.0 resul-
tierten aus der Behandlung der Zellen wihrend des Expressionstests. Das Aufkonzentrieren
der Zellen direkt vor Induktion, bzw. die Inkubation bei sehr hohen Zelldichten im Schiittel-
kolben konnen Einfluss auf die Funktionalitdt genommen haben. Auf diese Behauptung wird
im Verlauf der Arbeit noch eingegangen. Weiterhin wurden fiir den Zusatz von 2 g/L Zitro-
nensdure in MSM-CB2 Glucose die gleichen Untersuchungen durchgefiihrt und absolut
dquivalente Ergebnisse erzielt, sodass kein positiver Effekt der Zitronensdure weder auf das
Wachstum der Zellen noch auf die funktionale Expression des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2
nachgewiesen werden konnte. Daher wurde aufgrund des stdrenden Einflusses der zusitz-
lichen Kohlenstoffquelle in der Isotopenmarkierung keine weitere Optimierung der Expres-

sion des Cannabinoid Rezeptors Typ 2 in dieser Zusammensetzung vorgenommen.

4.1.4 Einfluss der Temperatur nach Induktion auf die Ausbeuten und die Funktionalitit
der exprimierten CB2-Rezeptoren

Fiir die Expression des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 in Komplexmedium wurde eine opti-

19 Dieser Parameter wurde ebenfalls fiir

male Temperatur nach Induktion von 20°C ermittelt.
die Expression im Minimalmedium untersucht, indem ein Expressionstest bei unterschied-
lichen Temperaturen durchgefiihrt wurde. Entsprechend vorhergehender Tests wurde das
Expressionssystem BL21-130 bei einer Temperatur von 37°C bis zur Induktion (OD,g = 0.5)

kultiviert. AnschlieBend folgte die Anderung der Inkubationstemperatur auf 16, 20 und 27°C.
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Das Wachstumsverhalten wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 600 nm (Daten
nicht gezeigt) verfolgt, der gesamtproteinspezifische CB2R-Gehalt in Membranfragmenten
mittels Western Blot-Analyse bestimmt und der Einfluss der Temperatur nach Induktion auf
die Anzahl der funktionalen Rezeptoren iiber einen G-Protein-Aktivierungstest ermittelt. Die
Resultate wurden in der folgenden Abbildung zusammengefasst. Es erfolgte eine Normierung
des gesamtproteinspezifischen CB2R-Gehaltes in Membranfragmenten und der spezifischen
Aktivitat auf die Standardreferenzprobe (BL21-130 kultiviert in YT-Komplexmedium und
induziert bei OD = 0.5). Die Referenz wurde bei beiden Verfahren als 100 % definiert.
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Abbildung 21: Analyse des Einflusses der Temperatur auf die CB2R-Konzentration und -Funktionalitit
in Membranfragmenten. Die Rezeptoren wurde auf der Basis von MSM-CB2 Glucose
(ohne Zitronensiure) exprimiert. Die Darstellung erfolgte relativ zur Referenz (YT-Kom-
plexmedium, ODy,q = 0.5). Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Bandeninten-
sitit des CB2-Rezeptors in der gesamtproteinspezifisch normierten Western Blot-Analyse
ermittelt. Die Aktivitit wurde auf Grundlage des gesamtproteinspezifisch normierten
G-Protein-Aktivierungstests an Membranfragmenten (0.75 pg Gesamtprotein) bestimmt.

4.1.5 Untersuchung der zeitabhiingigen Expression anhand der Konzentration und Funk-
tionalitiit des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2

Bei der bisherigen Gestaltung der Experimente wurden die Grundlagen der optimalen Expres-
sionsparameter im Komplexmedium verwendet, um Aussagen {iber die Nutzbarkeit der
Medienzusammensetzungen zur Proteinexpression zu gewinnen. Dies bot die Moglichkeit der
Reduktion der Probenanzahl fiir die weiteren Optimierungsschritte. Zwar hatte sich ebenfalls
eine optimale Expressionstemperatur von 20°C fiir die Minimalmedien ergeben, allerdings
waren damit keine Aussagen zum Einfluss der Medienzusammensetzung auf die zeitab-
héngige Funktionalitit des Rezeptors in der Expression zuldssig. Daher wurden Expressions-

tests zur Untersuchung dieses Zusammenhangs fiir MSM-CB2 Glucose und die Aminosdure-
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medien durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 400 ml Medium in 2 L Schiittelkolben der
Zusammensetzungen . MSM-CB2 5 g/L. Glucose, II. AMSM 2 2 g/L. Glucose 0 g/ Am-
moniumchlorid, III. AMSM 2 2 g/l Glucose 2.73 g/L Ammoniumchlorid, IV. AMSM 2
0 g/L Glucose 0 g/ Ammoniumchlorid und V. AMSM 3 0 g/L Glucose 0 g/ Ammonium-
chlorid genutzt. AMSM 3 wurde zum Zeitpunkt der Induktion mit 400 mg/L Tryptophan an-
gereichert. Die Induktion erfolgte bei den Medien 1. bis IV. bei einer optischen Dichte von
1.0. Um den Verdiinnungseffekt durch die Zugabe der Tryptophan-Stammldsung in Medi-
um V. zu beriicksichtigen, wurden die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 1.1 kultiviert,
das Tryptophan steril zugegeben und induziert. Es wurde eine Temperatur von 20°C nach
Induktion mit 0.5 mM IPTG fiir alle Medientypen festgelegt. Um den Einfluss der Inkuba-
tionszeit auf die Expressionsrate und Funktionalitidt der Zielproteine bestimmen zu konnen,
erfolgte eine Probenahme 4, 10, 18, 28 und 42 Stunden nach Induktion. Diese Proben wurden
auf die gesamtproteinspezifische CB2R-Konzentration und -Aktivitit in Membranfragmenten

untersucht. Die resultierenden Wachstumskurven sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Wachstumsverhalten wihrend des Expressionstests in unterschiedlichen Mineralsalz-
medien zur Untersuchung der zeitabhiingigen Produktion des Cannabinoid-Rezeptors
Typ 2. Die Induktion der Expression in den verwendeten Medientypen, I. MSM-CB2
5 g/L. Glucose, II. AMSM 2 2 g/L. Glucose 0 g/L. Ammoniumchlorid, III. AMSM 2 2 g/LL
Glucose 2.73 g/ Ammoniumchlorid, IV. AMSM 2 0 g/L. Glucose 0 g/ Ammonium-
chlorid und V. AMSM 3 0 g/L Glucose 0 g/L. Ammoniumchlorid mit Zugabe von Trypto-
phan (400 mg/L) bei Induktion, erfolgte bei einer optischen Dichte von 1.0 mit einer
IPTG-Konzentration von 0.5 mM. Die Inkubationstemperatur von 37°C wurde bei
Induktion auf 20°C geiindert.

Die Proben der genannten Stunden wurden einer Membranfragmentpriparation unterzogen
und der Bestimmung des Gesamtproteingehaltes zugefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Bestim-
mung des CB2R-Gehaltes mittels Western Blot-Analyse (Abbildung 23) und der Funktiona-
litat mit Hilfe des G-Protein-Aktivierungstests (Abbildung 24).
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Abbildung 23:

Abbildung 24:
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Zeitlicher Verlauf der relativen CB2R-Konzentration wihrend einer 42-stiindigen Ex-
pressionsphase des Produktionssystems BL21-130 in unterschiedlichen Minimalmedien.
Die Kultivierung wurde in folgenden Medien vorgenommen: 1. MSM-CB2 5 g/L. Glucose,
II. AMSM 2 2 g/ Glucose 0 g/L. NH,Cl, II. AMSM 2 2 g/l Glucose 2.73 g/L. NH,Cl,
IV.AMSM 2 0 g/LL Glucose 0 g/L. NH,Cl, V. AMSM 3 0 g/L. Glucose 0 g/ NH,Cl mit
Zugabe von 400 mg/L Tryptophan bei Induktion, die mit 0.5 mM IPTG bei einer op-
tischen Dichte von 1.0 fiir alle Medien erfolgte. Die Proben zur Analyse mittels Western
Blot wurden zu den Zeitpunkten 4, 10, 18, 28 und 42 Stunden nach Induktion entnommen
und biomassespezifisch und gesamtproteinspezifisch in Membranfragmenten normiert.
Dargestellt ist der jeweilige Mittelwert der auf die Referenz (YT-KM, OD;,q = 0.5) be-
zogenen Proben aus beiden Normierungen.
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Zeitlicher Verlauf der spezifischen Aktivitiit der in unterschiedlichen Mineralsalzmedien
exprimierten Cannabinoid-Rezeptoren des Typs 2. Die Expression wurde in folgenden
Medien untersucht: I. MSM-CB2 5 g/L Glucose, II. AMSM 2 2 g/L. Glucose 0 g/L. NH,Cl,
III. AMSM 2 2 g/L Glucose 2.73 g/LL NH,Cl1, IV. AMSM 2 0 g/L. Glucose 0 g/L. NH,Cl und
V. AMSM 3 0 g/L Glucose 0 g/L. NH,C] mit Zugabe von 400 mg/L Tryptophan bei Induk-
tion. Die Proteinsynthese wurde bei einer optischen Dichte von 1.0 induziert. Es erfolgte
eine Analyse der spezifischen Aktivitit von 0.75 pg Gesamtprotein mit dem G-Protein-
Aktivierungstest an Proben 4, 10, 18, 28 und 42 Stunden nach Induktion in einer Doppel-
bestimmung.
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Die Analyse des CB2R-Gehaltes der Proben mittels Western Blot erfolgte iiber die biomasse-
spezifische und gesamtproteinspezifische Normierung in Membranfragmenten. Aus den er-
mittelten Bandenintensitdten fiir alle genannten Proben aus beiden Normierungen wurde der
Mittelwert gebildet und anschlieBend bezogen auf die Referenz (YT-KM, ODy,q = 0.5, gesetzt
als 100 %) dargestellt (Abbildung 23). Diese Proben wurden ebenfalls auf ihre spezifische
Aktivitit in einem gesamtproteinspezifisch normierten G-Protein-Aktivierungstest untersucht,
um die Funktionalitit der exprimierten Rezeptoren bzw. die Quantitit der funktionalen Re-
zeptoren im Verlauf der Produktionsphase zu ermitteln (Abbildung 24). Als zusédtzliches
Mittel zur Beurteilung der Funktionalitidt der Rezeptoren und zur Verifizierung der erhaltenen
Daten aus dem G-Protein-Aktivierungstest wurden vier reprdsentative Proben einem
Ligandenbindungstest unterzogen. Diese Proben waren jeweils die 4. und 18. Stunde nach

Induktion der Medien I und III. Die ermittelten Ergebnisse finden sich in Abbildung 25.
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Abbildung 25: Ligandenbindungstest an ausgewiihlten Proben der Untersuchung der zeitabhingigen
Expression in unterschiedlichen Mineralsalzmedien. Es wurde die 4. bzw. 18. Stunde
nach Induktion der Expressionstests in den Medien 1. MSM-CB2 5 g/L. Glucose (Bild I:
4. Stunde, Bild I1I: 18. Stunde) und III. AMSM 2 2 g/L. Glucose 2.73 g/LL. NH,ClI (Bild II:
4. Stunde, Bild IV: 18. Stunde) auf Ligandenbindefihigkeit untersucht. Die gesamt-
proteinspezifisch normierten Proben (10 pg) wurden in einer Dreifachbestimmung fiir to-
tale und unspezifische Bindung jeweils mit 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.5 und 6.0 nM
tritiummarkiertem Liganden CP55,940 inkubiert, gewaschen und vermessen. Dargestellt
sind die ermittelten Bindungskurven nach Beriicksichtigung der unspezifischen Bindung.
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Die Resultate des Ligandenbindungstests erlauben aber aufgrund der groflen Fehler, die durch
die unspezifische Bindung des stark hydrophoben Liganden CP55,940% an die Membranfrag-
mente entstanden, nur folgende Aussagen. Analog zur Messung der Aktivitidt konnte eine
Abnahme der Anzahl bindefdhiger Rezeptoren, bestimmt {iber die Hohe der Asymptoten Bumax
der angewendeten Gleichung, im Verlauf der Inkubationszeit nach Induktion nachgewiesen
werden. Weiterhin konnte eine hohe Affinitdt des Liganden zu den Cannabinoid-Rezeptoren
mit einem kp-Wert im niedrigen, einstellig nanomolaren Bereich gezeigt werden.

Die erhaltenen Ergebnisse aus diesen Experimenten lieen den Schluss auf negative Effekte
von Aminosduren als Kohlenstoffquelle fiir die Funktionalitit der produzierten Rezeptoren zu.
Bei der Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle zeigte sich die starke Abnahme der
Funktionalitit der gesamtproteinspezifisch normierten Proben mit der Inkubationszeit nicht.
Dieser Effekt, vereint mit der Erkenntnis, dass hohere optische Dichten bei Induktion hdhere
biomassespezifische Rezeptorkonzentrationen verursachen, fithrte zur Weiterentwicklung der
Optimierungsstrategie, die im nichsten Abschnitt ausgefiihrt wird. Die Aminosduremedien
waren zwar sehr gut geeignet, um die spezifische Isotopenmarkierung des Cannabinoid-Re-
zeptors Typ 2 mit "N-">N-L-Tryptophan in einer kurzen Expressionsphase vorzunehmen,
allerdings war eine kostenorientierte Nutzung dieses Medientyps zur Expression des CB2-Re-
zeptors nicht moglich. Der Grund dafiir lag in der Begrenzung der maximalen optischen
Dichten durch die maximale Loslichkeit einiger Aminosduren. Die Strategie des Aufkonzen-
trierens der Zellen konnte ebenfalls nicht angewendet werden, da fiir dieses Vorgehen nega-
tive Effekte auf die Funktionalitit des Cannabinoid-Rezeptors nachgewiesen wurden (Kapitel

4.1.3).

4.1.6 Maximierung der Cannabinoid-Rezeptor Typ 2-Ausbeuten zur spezifischen Isoto-
penmarkierung mit BNBN-T ryptophan
Die Maximierung der CB2R-Ausbeuten und -Funktionalitit, exprimiert im Mineralsalzme-
dium, wurde im Fermentationsmaf3stab weitergefiihrt, da dabei eine wesentlich verbesserte
Prozesskontrolle und erhohte Reproduzierbarkeit gegeben ist. Um das Ziel eines spezifisch
Tryptophan-'°N-isotopenmarkierten Rezeptors zu erreichen, wurden zwei Fermentationen
analog mit MSM-CB2 Glucose durchgefiihrt. Die Zugabe von 200 mg/L unmarkiertem
L-Tryptophan zur Induktionszeit erfolgte allerdings nur in einer Fermentation, um die Aus-
wirkungen dieses Medienzusatzes zu studieren. Die Induktion erfolgte bei einer optischen
Dichte von 10.0 mit 0.5 mM IPTG. Die resultierende Wachstumskurve und die gemessene

Glucosekonzentration im Medium der Fermentation mit Zugabe von Tryptophan ist in



Ergebnisse 80

Abbildung 26 visualisiert. Die gemessenen Daten der optischen Dichte wurden mit der Ver-

diinnung, die durch die Zugabe von Glucose und Ammoniumchlorid entstand, korrigiert.
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Abbildung 26: Wachstumsverhalten von BL21-130 in einer Fermentation mit dem Minimalmedium
MSM-CB2 Glucose, bei der zur Induktionszeit 200 mg/L. L-Tryptophan zugesetzt wurde.
Dargestellt sind die Daten der optischen Dichte, gemessen bei 600 nm, und der Glucose-
konzentration im Medium, bestimmt mit dem Assure® 3 Blood Glucose Monitoring Sys-
tem. Die Induktion erfolgte nach Absenkung der Temperatur von 37°C auf 20°C bei einer
optischen Dichte von 10.0 mit 0.5 mM IPTG. Die Inkubation nach Induktion wurde fiir
24 Stunden fortgefiihrt.

Zur Durchfithrung der Untersuchungen zum Zielproteingehalt und zur Funktionalitit der
exprimierten Rezeptoren wurden bei beiden Fermentationen zu den Zeitpunkten 4, 10, 18 und
24 Stunden nach Induktion Proben genommen. Zusitzlich wurde bei der Fermentation, bei
der Tryptophan zugegeben wurde, eine Probenahme 2.5 Stunden nach Induktion durchge-
fithrt. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine Schulter im Verlauf der gemessenen Glucosekonzen-
tration sichtbar, die den Schluss auf eine verdanderte Glucoseaufnahmerate der Zellen zulief3.
Dieser Effekt war nicht bei der Fermentation ohne Zugabe von Tryptophan feststellbar. Simt-
liche Proben der Fermentationen wurden in der Western Blot-Analyse und im G-Protein-Akti-
vierungstest untersucht. Fiir beide Methoden wurden die Proben in Membranfragmenten
gesamtproteinspezifisch normiert. Bei der Western Blot-Analyse wurden die gemessenen
Bandenintensititen auf die Referenz (YT-Komplexmedium ODy,g = 0.5, als 100 % definiert)
bezogen, deren Ergebnis in Abbildung 27 dargestellt ist. Die Analyse der Fahigkeit der expri-
mierten Rezeptoren, in Abhdngigkeit der Expressionszeit G-Proteine zu aktivieren, ist in
Abbildung 28 zusammengefasst. Zusitzlich wurde die Referenz (YT-KM, ODpg = 0.5) mit
analysiert. Die Ergebnisse des Tests wiesen auf eine Verschiebung der maximalen Anzahl

funktionaler Rezeptoren von 10 auf 4 Stunden nach Induktion bei Zugabe von Tryptophan bei
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sonst konstanten Bedingungen hin, wobei etwa die gleiche Anzahl G-Protein-aktivierender

Rezeptoren bestimmt wurde.
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Abbildung 27: Analyse des gesamtproteinspezifisch normierten CB2R-Gehaltes in Membranfragmenten
aus dquivalenten Fermentationen in MSM-CB2 Glucose mit dem Unterschied der Zugabe
von 200 mg/L. L-Tryptophan zur Induktionszeit in der zweiten Fermentation. Die op-
tische Dichte bei Induktion mit 0.5 mM IPTG war jeweils 10.0. Die Zeitpunkte der Ana-
lyse wurden auf (2.5), 4, 10, 18 und 24 Stunden festgelegt. Die Normierung der jeweiligen
Bandenintensitiiten erfolgte anhand der Referenz (YT-Komplexmedium ODy,4 = 0.5), die
als 100 % definiert wurde.
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Abbildung 28: Analyse der spezifischen Aktivitit der exprimierten Cannabinoid-Rezeptoren des Typs 2
im zeitlichen Verlauf von Fermentationen in MSM-CB2 Glucose. Bei der zweiten Fer-
mentation wurde zur Induktionszeit 200 mg/L. L-Tryptophan zum Medium hinzugefiigt.
Die Proben (2.5), 4, 10, 18 und 24 Stunden nach Induktion wurden gesamtproteinspe-
zifisch normiert und jeweils 0.75 ug Gesamtprotein dem G-Protein-Aktivierungstest
unterzogen.
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Die erhaltenen Ergebnisse dieses G-Protein-Aktivierungstests bestétigten eine weitere Zu-
nahme der Anzahl funktionaler Cannabinoid-Rezeptoren des Typs 2 im Expressionssystem
BL21-130 mit einer steigenden optischen Dichte nach Induktion (Abbildung 20). Mit diesem
Resultat konnte die Behauptung in Kapitel 4.1.3, dass die Vorgehensweise des Aufkonzen-
trierens der Zellen bzw. die hohen optischen Dichten (6.0 und 12.0) im Schiittelkolben die
Funktionalitit der Rezeptoren beeinflussten, verifiziert werden. Dieser bewiesene Zusammen-
hang und die Erkenntnisse aus den Expressionstests im Fermentationsmafstab fiir die Ver-
wendung von Tryptophan als zusétzliche Kohlenstoffquelle flihrten zu der optimalen Strate-
gie, um eine maximale kulturvolumenspezifische Anzahl an funktionalen, spezifisch Trypto-
phan-""N-isotopenmarkierten Cannabinoid-Rezeptoren in Escherichia coli zu produzieren.

Da eine optische Dichte von 10.0 bei Induktion positive Effekte auf die Ausbeute allgemein
und an funktionalen Rezeptoren hatte und keine Reduktion dieser Ausbeute bei hoheren Zell-
dichten zu erwarten war, wurde die optische Dichte zur Induktionszeit auf 20.0 fiir die Fer-
mentation mit '°N-Isotopen angereichertem Tryptophan festgelegt. Damit konnte eine Erho-
hung des kulturvolumenspezifischen Rezeptorgehaltes erwartet werden. Weiterhin sollte die
Erhoéhung der Induktorkonzentration auf 1 mM bei doppelter Zellzahl bei Induktion eine zu
den bisherigen Experimenten vergleichbare Verfiigbarkeit fiir alle Zellen sichern. Das erhal-
tene Glucosekonzentrationsprofils in der Fermentation mit unmarkiertem Tryptophan, bei
dem eine geringere Substrataufnahmerate etwa 2 Stunden nach Zugabe der Aminosédure fest-
gestellt wurde, deutete auf die Aufnahme des Tryptophans hin. Aus diesem Grund wurde die
Induktionszeit auf 2 Stunden nach Zugabe von 225 mg/L °N-"N-Tryptophan festgelegt. Der
Zusatz der Aminoséure erfolgte bei Erreichen der Inkubationstemperatur zur Expression von
20°C (optimale Temperatur bestimmt in Kapitel 4.1.4). Die Inkubationszeit nach Induktion
wurde auf 4 Stunden verkiirzt, da bei der Zugabe von Tryptophan eine maximale Anzahl an
funktionalen Rezeptoren zu diesem Zeitpunkt bestimmt wurde (Abbildung 28).

Das Wachstum wurde durch die Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Weiter-
hin wurde die Glucosekonzentration gemessen und eine stiindliche Probenahme nach Induk-
tion fiir die Durchfiihrung der Analysen der relativen Proteinkonzentration bzw. Funktiona-
litdit vorgenommen. Die gemessenen Daten der optischen Dichte, die mit der Verdiinnung
durch die Zugabe von Glucose, Ammoniumchlorid und Tryptophan korrigiert wurden, sowie
der Verlauf der Substratkonzentration dieser Fermentation finden sich in Abbildung 29. Die
Analyse des gesamtproteinspezifisch normierten Rezeptorgehaltes der priparierten Membran-
fragmente der Fermentationsroben wurde analog zu vorherigen Experimenten durch eine refe-

renznormierte Intensitdtsbestimmung der aus dem Western Blot resultierenden Banden vor-
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genommen (Abbildung 30). Eine zeitabhdngige qualitative Beurteilung der Anzahl funktio-

naler Rezeptoren, die in der Fermentation zur spezifischen Isotopenmarkierung produziert

wurden, erfolgte tiber den G-Protein-Aktivierungstest und wurde relativ zur Referenz (CB2R

produziert in YT-KM, ODy,q = 0.5) dargestellt (Abbildung 30).

Abbildung 29:

Abbildung 30:
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Wachstumsverhalten und Glucoseverbrauch des Expressionssystems BL21-130 in einer
Fermentation auf der Grundlage des Mediums MSM-CB2 Glucose, dem 2 Stunden vor
Induktion 225 mg/L '“N,-L-Tryptophan zugesetzt wurde. Die Reduktion der Tempera-
tur von 37°C auf die optimale Expressionstemperatur von 20°C erfolgte innerhalb von
30 Minuten beginnend bei Stunde 7. Bei Erreichen der Expressionstemperatur wurde
dem Medium isotopenmarkiertes Tryptophan zugesetzt. Nach Ablauf von weiteren
2 Stunden erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG. Die Probenahme fiir die Western Blot-
Analyse und den G-Protein-Aktivierungstest erfolgte stiindlich beginnend bei Induktion.
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Verlauf der relativen Proteinkonzentration und der relativen spezifischen Aktivitit der
exprimierten Zielproteine in der Fermentation zur spezifischen Isotopenmarkierung des
Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 nur an den enthaltenen Tryptophanen. Zur Analyse im
Western Blot und G-Protein-Aktivierungstest wurde eine gesamtproteinspezifische Nor-
mierung in Membranfragmenten durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse ergaben
sich durch das Beziehen der Messergebnisse auf die Referenz (YT-Komplexmedium
ODy,q = 0.5, definiert als 100 %).
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Die weitere Charakterisierung der hergestellten Cannabinoid-Rezeptoren des Typs 2 wurde
von Dr. Alexei Yeliseev, Dr. Tomohiro Kimura und Lioudmila Zoubak (Section of Nuclear
Magnetic Resonance, LMBB, NIH, Rockville, MD, USA) vorgenommen. Es erfolgte eine
Reinigung des Cannabinoid-Rezeptors, gefolgt von einer Rekonstitution. Die erhaltene Menge
aus 1 Liter Kulturmedium an reinem, rekonstituiertem Rezeptor wurde mit 2 mg bestimmt.'®
Die Analyse der Effizienz der Inkorporation des '*N,-L-Tryptophans in die Primérsequenz
des CB2-Rezeptors wurde von Dr. Jenny T.C. Ho und Dr. Sonja Hess (Proteome Exploration
Laboratory, Beckman Institute, California Institute of Technology, Pasadena, CA, USA)
mittels LC-MS/MS untersucht.'® Das verwendete Protokoll'®" wurde bereits fiir den Neuro-
tensin-Rezeptor Typ 1 erfolgreich angewendet und sah die Behandlung des gereinigten
Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 mit Bromcyan und anschliefend mit Trypsin zur Spaltung in
bestimmte Peptidsequenzen vor, die dann auf ihre molekulare Masse untersucht wurden.
Dabei liefert ein °N eine um 1 u (1 u (atomare Masseneinheit) = 1 Da) erhohte atomare
Masse im Vergleich zum '*N. Damit war eine Unterscheidung spezifisch '“N-markierter
Tryptophane von Tryptophanen mit '*N-Atomen mdglich. Die Untersuchungen zeigten eine
Effizienz der Tryptophaninkorporierung in den Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 von mindestens
95 %."" Allerdings wurde der Verlust des '°N-Atoms der a-Aminogruppe des Tryptophans

. 1
nachgewiesen.'®’

4.1.7 Mathematische Beschreibung des Fermentationsprozesses zur aminosdurespezi-
fischen Isotopenmarkierung des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2

Es wurde fiir die rein mathematische Erfassung der Prozessgrofien ein einfaches Simulations-
modell etabliert. Bei weiteren Untersuchungen der Einfliisse unterschiedlicher Prozesspara-
meter (pH-Wert, Feedstrategie) wire die Entwicklung eines komplexeren Modells moglich,
das diese Einfliisse in Biomasse- und Produktverldufe einbezieht.

Da die Simulation auf einer Massenbilanzierung basierte, wurde die Korrelation der op-
tischen Dichte bei 600 nm zur Biotrockenmassekonzentration (entsprechend Kapitel 3.1.7)
bestimmt. Mikroorganismen zeigen im Allgemeinen eine Tendenz, bei einer Abnahme der
Umgebungstemperatur unter die optimale Wachstumstemperatur Stoffe wie Kohlenhy-

162,163
drate ™~

zu akkumulieren bzw. zu speichern und des Weiteren auch Flagellen (E. coli und
andere) auszubilden.'® Dies ist mit einem Anstieg der Biotrockenmasse pro Zelle und damit
des Korrelationsfaktors zur optischen Dichte verbunden. Die optische Dichte wird dabei nicht
beeinflusst. Aus diesem Grund wurde die Korrelation vor und nach der Absenkung der Tem-

peratur von 37°C auf 20°C (Abbildung 31) ermittelt.
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Abbildung 31: Korrelation der optischen Dichte bei 600 nm zur Biotrockenmassekonzentration des
Expressionssystems BL21-130 in Abhingigkeit der Inkubationstemperatur. Die Ermitt-
lung der Biotrockenmassekonzentration erfolgte jeweils in einer Dreifachbestimmung
von je 1 ml Zellsuspension. Die Biomasse wurde durch Zentrifugation vom Uberstand ge-
trennt, bis zur Massekonstanz getrocknet und gewogen. Die lineare Regression wurde mit
der Bedingung des Schnittpunktes mit der Ordinate bei 0 g/L. durchgefiihrt.

Die Daten der optischen Dichte wurden in der Weise in die Biotrockenmassekonzentrations-
daten umgewandelt, dass bis zum Beginn der Reduktion der Temperatur der Korrelations-
faktor fiir 37°C KF37-c genutzt wurde. Danach wurde eine lineare Erhdhung des Korrelations-
faktors iiber 2 Stunden bis auf KFypc angenommen. Die Daten der Proteinkonzentration
wurden liber die Messwerte des G-Protein-Aktivierungstests (Abbildung 30) zur ermittelten
Endkonzentration von 2 mg CB2R/L Medium 4 Stunden nach Induktion korreliert. Die Bilan-
zierung des Reaktorraumes wurde grundlegend vereinfacht, indem keine Zu- und Abstrome
zugelassen wurden. Dies war aus dem Grund moglich, da die Biomassedaten bereits mit der
Verdiinnung korrigiert wurden und der Verdiinnungseffekt durch die Base zur pH-Regelung
auf die Glucose- bzw. Ammoniumchloridkonzentration vernachlédssigbar klein war. Daraus
folgte der Differentialgleichungsansatz (Gleichung (19)), der die Zustandsgré3en Biomasse-
(X), Substrat- (S) und Produktkonzentration (P) zu einem beliebigen Zeitpunkt t, zusammen-
gefasst im Zustandsvektor ¢, nur von der jeweiligen Reaktionsrate abhidngig machte. Die
spezifischen Raten des Wachstums (p), des Substratverbrauchs (o) und der Produktbildung

() wurden im Ratenvektor R zusammengefasst.

Ji X H
Z =R mit c=|S und R=|-o|*X (19)
dt

P V4

Weiterhin wurde die spezifische Wachstumsrate (1) und die spezifische Substrataufnahmerate

(o) in Abhéingigkeit von der Biomassekonzentration wie folgt eingesetzt
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1 . 1
u=—"*— mit u=Yys*o zu o:ﬂ* ”
dt x dt Yys*x

(20)

Der genutzte Ansatz zur Beschreibung der spezifischen Substrataufhahmerate (C-Quelle) und
analog der spezifischen Ammoniumchloridaufnahme war die Monod-Kinetik, die mit Hilfe
der maximalen spezifischen Substrataufnahmerate o, [1/h], der aktuellen Substratkonzen-

tration S [g/L] und der Monod-Konstanten Kg [g/L] die spezifische Aufnahmerate definiert:

x5

2D

oO=0

Um den Einfluss des Produktes und der Produktbildung auf die Biomasse und das Wachstum
einzubeziehen, wurden in die Beschreibung der spezifischen Wachstumsrate (Gleichung (22))
zwei zusitzliche Terme eingefiigt. (a*P/X) sollte das gebildete Protein als Biomassezuwachs

definieren und (n*Wfprod *P/X) der Last der Produktbildung auf die Zelle Rechnung tragen.
P P
,u:YXS*G+}*a—}*7r*Wﬁ7rod (22)

Die Beschreibung der Produktbildungskinetik wurde mit einem Ansatz fiir einen sigmoiden

Verlauf vorgenommen (Gleichung (23)).

P }*[l_exp(_t-Tind)} 23)

T =T max *11-
P tlag

Die Differentialgleichungen wurde durch die Anwendung des Euler-Algorithmus gelost, bei
dem dc in Gleichung (19) durch Ac bei hinreichend kleinen Inkrementen At ersetzt werden
kann.

In der mathematischen Beschreibung wurde grundsdtzlich kein Wachstum zugelassen, wenn
einer der limitierenden Stoffe (C-Quelle bzw. Ammoniumchlorid) eine Konzentration von
0 g/L hatte. Die Beschreibung der Ammoniumchloridkonzentration wurde in die Prozess-
beschreibung als wachstumslimitierende Grofle eingefiigt, da vor der ersten Zugabe von
Ammoniumchlorid eine Stagnation des Wachstums aufgrund der vollstindig metabolisierten
Stickstoffquelle zu verzeichnen war. Mit der Kenntnis der Konzentration der Stickstoffquelle
zu Beginn der Fermentation konnten die notwendigen Parameter zur Beschreibung in guter
Néherung bestimmt werden. Die Werte fiir Ammoniumchlorid und Glucose wurden bei den
Zeitpunkten, bei denen die manuelle Zugabe in der Fermentation erfolgte, neu eingelesen.

Weiterhin wurden Faktoren zur Beschreibung der Wachstums- und Substrataufnahmereduk-
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tion aufgrund der Temperaturabsenkung, der /ag-Phase vor der ersten Zugabe von Ammo-
niumchlorid, der lag-Phase in der Substrataufnahme bei Tryptophanassimilation und dem
verdanderten Ausbeutefaktor sowie der verdnderten Glucoseaufnahmerate durch die Trypto-
phanaufnahme eingefiihrt. Die Belegung der Parameter und die genutzten Werte sind im An-
hang (A1) zusammengefasst. Das Ergebnis der Prozesssimulation mittels MatLab 7.0.1 findet
sich in der folgenden Abbildung und zeigt einen Vergleich der Messdaten (MD) mit der ma-

thematischen Beschreibung (Sim).
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Abbildung 32: Vergleich der Messdaten mit dem mathematisch erfassten Verlauf der Daten fiir Bio-
masse- (schwarz, Punkte - MD, Linie - Sim), Glucose- (griin, Punkte - MD, Linie - Sim)
und Produktkonzentration (rot, Punkte - MD, Linie - Sim) fiir das Expressionssystem
BL21-130 in der Fermentation zur Herstellung eines spezifisch N,-Tryptophan isotopen-
markierten Cannabinoid-Rezeptors Typ 2. Die Simulation erfolgte in einem abgeschlos-
senen Bilanzierungsraum ohne Zu- und Abstrome.

Das erstellte mathematische Modell wurde im Grundsétzlichen auch auf die Fermentation mit
unmarkiertem Tryptophan iibertragen. Es wurde jedoch den unterschiedlichen Bedingungen
Rechnung getragen, die die Induktion direkt nach der Absenkung der Temperatur mit gleich-
zeitiger Zugabe des Tryptophans und die halbierte Produktausbeute (kulturvolumenspezi-
fisch) durch Induktion bei einer optischen Dichte von 10 anstatt 20 beinhalteten. Weiterhin
wurde die Fermentation auch nur bis 4 Stunden nach Induktion simuliert, und der erste Daten-
punkt wurde verworfen, da in der ersten halben Stunde keine maximale spezifische Wachs-
tumsrate bestimmt werden konnte. Alle weiteren Parameter, wie Ausbeutefaktoren und die
kinetischen Konstanten wurden analog {ibernommen. Die Simulation beider Fermentationen
zeigte eine gute Ubereinstimmung (Vergleich der Messdaten mit mathematisch erfasstem

Verlauf ist im Anhang (A2) ersichtlich).
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4.2 Experimentelle Ergebnisse Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2

4.2.1 Adaption des Expressionssystems an unterschiedliche Medientypen

Nach der Transformation des verwendeten Escherichia coli-Stammes mit dem fiir den Y2-Re-
zeptor codierenden Plasmid wurden die Transformanden direkt in das jeweilige Medium iiber-
impft. Analog zur Adaption des Expressionssystems BL21-130 wurde die Adaption des Ex-
pressionssystems Rosetta R3-phY?2 anhand der maximalen spezifischen Wachstumsrate (Glei-
chung (1)) bzw. der Verdopplungszeit (Gleichung (18)) in jeder Phase beurteilt. Bei einer
konstanten Wachstumsrate im Vergleich zur vorhergehenden Adaptionsphase wurde das Sys-
tem als adaptiert betrachtet. Die Zusammenfassung der Adaptionen an die unterschiedlichen
Medientypen wurde in Tabelle 11 dargstellt. An dieser Stelle wird die Adaption an das Medi-
um MSM-Y2-opt, die fiir neue Transformanden durchgefiihrt wurde, der Optimierung der
Medienzusammensetzung vorweggenommen, die in Kapitel 4.2.2 behandelt wird. Fiir die
Verwendung von Glycerin als Kohlenstoffquelle wurde in der optimierten Medienzusammen-
setzung eine hohere spezifische Wachstumsrate im Vergleich zur Kultivierung in MSM-Y?2
festgestellt. Die Nutzung von Glucose als Kohlenstoffquelle zur Kultivierung von Rosetta R3-
pHY?2 zeigte den gegenteiligen Effekt in der maximalen spezifischen Wachstumsrate in den

beiden Medienzusammensetzungen.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Zunahme der maximalen spezifischen Wachstumsraten von Ro-
setta R3-phY2 in jeder Adaptionsphase fiir die Medientypen LB-Komplexmedium als
Referenz, MSM-Y2 und MSM-Y2-opt jeweils mit Glucose und Glycerin als Kohlenstoff-
quellen. Angegeben sind die Mittelwerte aus einer Doppelbestimmung fiir die maximalen
spezifischen Wachstumsraten i, [h'] und in Klammern die Verdopplungszeiten tp [h].
Der relative Fehler fiir p,,, lag im Bereich von 0.8 bis 4.0 %.

LB MSM-Y2 MSM-Y2-opt
Glucose Glycerin Glucose Glycerin
AP1 1.104 0.2026 0.2563 0.226 0.1805
(0.63) (3.42) (2.70) (3.07) (3.84)
0.3254 0.2546 0.2967 0.2685
AP2 ” (2.13) (2.72) (2.34) (2.58)
0.3245 0.2808 0.3048
AP3 ” (2.14) - (2.47) (2.27)
0.3242
AP4 - - B - (2.14)
0.2997
AP5 - - - - (2.31)

4.2.2 Optimierung der Mineralsalzmedienzusammensetzung fiir eine optimale Biomasse-
ausbeute von Rosetta R3-phY2

Es erfolgte eine Bewertung der genutzten Medienzusammensetzungen iiber die maximal er-

reichbare Biomasse, die aus der Zusammensetzung ohne Limitation der Kohlenstoffquelle
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generiert werden konnte. Diese Untersuchung wurde fiir die an MSM-Y?2 adaptierten Zellen
(AP3 fiir Glucose, AP2 fiir Glycerin) durch die Bestimmung der maximal erreichten optischen
Dichten durchgefiihrt. Die Fermentationen hatten fiir beide Kohlenstoffquellen eine maximale
optische Dichte bei 600 nm von ca. 14 zum Ergebnis (Abbildung 33 fiir MSM-Y2 Glucose),
was eine sehr geringe Ausbeute darstellte und eine Optimierung der Medienzusammensetzung

erforderte.
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Abbildung 33: Vergleich der erreichten optischen Dichten des Systems Rosetta R3-phY2 in den Medien-
typen MSM-Y2 und MSM-Y2-opt ohne Limitation der Kohlenstoffquelle (Glucose). Dar-
gestellt sind die Daten der optischen Dichte bei 600 nm in Abhiingigkeit der Fermenta-
tionszeit. Die maximal erreichte optische Dichte bei MSM-Y2 lag bei ca. 14 und konnte
nicht durch das Feed erhoht werden. Bei MSM-Y2-opt wurde eine maximale optische
Dichte von ca. 44 erreicht.

Die Optimierung wurde in einer weiteren Fermentation mit MSM-Y?2 vorgenommen, bei der
die einzelnen Bestandteile des Mediums bei Erreichen der maximalen optischen Dichte erneut
steril zugegeben wurden. Anhand der Riihrerdrehzahl, die einen kaum zeitlich verzogerten
Aufschluss tliber den Sauerstoffverbrauch der Zellen und somit iiber das Wachstum gibt,
wurde beurteilt, ob der zugegebene Medienbestandteil einen positiven Effekt auf das Wachs-
tum hatte. Es wurde festgestellt, dass die Limitation mit einem gro3en Anteil von der Stick-
stoffquelle, jedoch in Kombination mit den anderen Mineralsalzen, ausging. In der Litera-

123
tur

wurde die Nutzung von Ammoniak zur Regelung des pH-Wertes beschrieben. Aller-
dings kann in einer Fermentation zur Isotopenmarkierung des Zielproduktes diese zusédtzliche
Stickstoffquelle nicht verwendet werden, da diese die Kosten stark erhdhen wiirde. Aus
diesem Grund wurde die Konzentration der Stickstoffquellen im Batchmedium erhoht.
Weiterhin musste die zusitzliche Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquelle Ammoniumhydrogen-

citrat eliminiert werden. Diese hitte die Effizienz einer *C- oder '*N-Isotopenmarkierung ge-

mindert, wenn die Kohlenstoffquelle nicht die stabilen Isotope enthalten hédtte. Andernfalls
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wiren die Kosten dieser Isotopenmarkierung gestiegen. Diese Festlegungen, vereint mit einer
zusétzlichen Erhohung der Spurenelementekonzentrationen, fiihrte zur Zusammensetzung von
MSM-Y2-opt, auf dessen Basis eine Fermentation mit Glucose als Kohlenstoffquelle durch-
geflihrt wurde, um den erreichten Grad der Optimierung beurteilen zu konnen. Dieser Fer-
mentation ging eine Adaption an die Zusammensetzung voraus (Kapitel 4.2.1). Die resultie-
renden Daten der optischen Dichte dieser Fermentation wurden im Vergleich zu denen der
Fermentation im unoptimierten Medium in Abbildung 33 dargestellt. Die Umstellung der
Medienzusammensetzung auf MSM-Y2-opt hatte eine Verdreifachung der maximal erreich-
ten optischen Dichte zur Folge. Das optimierte Medium wurde fiir alle weiteren Optimie-

rungsschritte verwendet.

4.2.3 Bestimmung der Parameter zur Erstellung eines Open Loop Feed-Profils

Zur Erstellung eines Open Loop Feed-Profils (Gleichung (11)) waren mehrere Parameter not-
wendig, die in unterschiedlichen Fermentationen bestimmt wurden. Die Korrelation zwischen
der gemessenen optischen Dichte bei 600 nm und der im Medium enthaltenen Biotrocken-
massekonzentration wurde analog zum Kapitel 3.1.7 in einer Fermentation des Expressions-
systems Rosetta R3-phY2 mit Komplexmedium bei einer Temperatur 37°C bestimmt. Die er-
haltene Korrelation wurde in der folgenden Abbildung visualisiert und bestimmt einen Kor-

relationsfaktor KF von 0.558 g/(L*OD).
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Abbildung 34: Bestimmung des Korrelationsfaktors KF fiir den Zusammenhang der optischen Dichte
bei 600 nm und der im Medium enthaltenen Biotrockenmassekonzentration fiir das Sys-
tem Rosetta R3-phY2. Die Ermittlung der BTM erfolgte in einer Dreifachbestimmung
von je 1 ml Zellsuspension. Die Biomasse wurde durch Zentrifugation vom Uberstand
getrennt, bis zur Massekonstanz getrocknet und anschlieBend gewogen. Die lineare
Regression wurde mit Bedingung des Schnittpunktes mit der Ordinate bei 0 g/L erstellt.
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Die Bestimmung der Ausbeutekoeffizienten von Biomasse zu Substrat Yxs wurde fiir
Rosetta R3-phY2 aus den Kohlenstoffquellen Glycerin und Glucose in MSM-Y2-opt in
mehreren Fermentationen durchgefiihrt. Fiir die auf der Basis von Gleichung (10) bestimmten

Ausbeutekoeffizienten wurde der Mittelwert gebildet (Tabelle 12).

Tabelle 12: Bestimmung der Ausbeutekoeffizienten Biomasse aus Substrat Yyxs des Expressionssys-
tems Rosetta R3-phY2 aus Glucose bzw. Glycerin in MSM-Y2-opt. Die Bestimmung
erfolgte aus dem Quotienten der gebildeten Biomasse und dem verbrauchten Substrat in
Mehrfachbestimmungen und der Bildung des Mittelwertes.

MSM-Y2-opt Glucose MSM-Y2-opt Glycerin
Anzahl der Bestimmungen 4 5
Yxs 0.340 % 0.026 0.416 +0.012

4.2.4 Bestimmung der Y2-Rezeptor-Ausbeute exprimiert auf der Basis von LB-Komplex-
medium

Die maximierte Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 auf der Basis von Mineral-
salzen sollte mit einer Standardmethode verglichen werden. Daher wurde eine Fermentation
mit Komplexmedium durchgefiihrt und die Menge an exprimiertem Zielprotein 4 Stunden
nach Induktion bestimmt. Die Daten der optischen Dichte dieser Referenzfermentation sind in
Abbildung 35 dargestellt. Die biomassespezifische Ausbeute des NPY2R wurde nach der
IB-Prédparation, Solubilisierung von 5 g [Inclusion Bodies und der chromatographischen
Reinigung mit 122 pg NPY2R/g BFM bestimmt. Dies ergab eine kulturvolumenspezifische
Ausbeute von 17.9 mg NPY2R/L Medium und bei einem Kulturvolumen von 6 Litern eine

Gesamtausbeute von etwa 107 mg reinem Protein.
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Abbildung 35: Wachstumsverhalten des Expressionssystems Rosetta R3-phY2 in LB-Komplexmedium.
Nach dem Ende des Batches bei einer optischen Dichte von 17 wurde eine pO, orientierte
manuelle Feedstrategie verfolgt. Die Induktion erfolgte bei einer optischen Dichte von 60
mit 1 mM IPTG. Die Gesamtbiofeuchtmasse betrug ca. 880 g.
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4.2.5 Bestimmung der zeitabhingigen NPY2R-Ausbeute exprimiert auf der Basis von
Mineralsalzmedien

Um die zeitabhéngige Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 im Mineralsalzmedium
mit der zusitzlichen Abhédngigkeit von der Kohlenstoffquelle vergleichbar untersuchen zu
konnen, wurde jeweils eine Fermentation mit der entsprechenden C-Quelle (Glucose und Gly-
cerin) bei sonst identischen Parametern durchgefiihrt. Das Kulturvolumen wurde auf 6 L, die
Inkubationstemperatur auf 37°C, der pH-Wert auf 7.0 und die optische Dichte bei Induktion
auf 25 festgelegt. Weiterhin schloss dies ein entsprechendes Feedprofil mit ein, das auf der
Grundlage der in Kapitel 4.2.3 bestimmten Parameter erstellt wurde. Das Profil realisierte
eine gesetzte spezifische Wachstumsrate von 0.14 g/(g*h) nach Induktion, um die Untersu-
chung unter der Bedingung einer Limitation der Kohlenstoffquelle vergleichbarer zu machen
und des Weiteren eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf weitere Optimierungsschritte zu
gewihrleisten. Die Ubertragbarkeit bezog sich in diesem Zusammenhang auf die Temperatur-
abhéingigkeit der maximalen spezifischen Wachstumsrate, die in Abbildung 36 fiir die Kulti-
vierung mit Glycerin als Kohlenstoffquelle ersichtlich ist. Dabei musste, um die limitierenden
Bedingungen aufrecht zu erhalten, das generierte Feedprofil eine geringer gesetzte spezifische
Wachstumsrate nach Induktion vorgeben, als das System im Bereich der zu untersuchenden
Temperatur minimal bietet. Die Bestimmung der maximalen spezifischen Wachstumsrate von
Rosetta R3-phY2 wurde in Schiittelkolbenexperimenten mit einem Volumen von 25 ml mit

der entsprechend gewihlten Temperatur jeweils in einer Doppelbestimmung durchgefiihrt.
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Abbildung 36: Abhéngigkeit der maximalen spezifischen Wachstumsrate von der Inkubationstempera-
tur fiir das Expressionssystem Rosetta R3-phY2 in MSM-Y2-opt mit der Kohlenstoff-
quelle Glycerin. Die Aufnahme der Wachstumskurven erfolgte bei der jeweiligen Tempe-
ratur in 25 ml Medium in einer Doppelbestimmung. Die Daten der optischen Dichte
(600 nm) wurden mit Gleichung (1) beschrieben und der Wert der maximalen spezi-
fischen Wachstumsrate ermittelt.
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Fiir die Verwendung von Glycerin als Kohlenstoffquelle wurde die geringste maximale
spezifische Wachstumsrate bei 30°C mit 0.17 g/(gh) und fiir Glucose bei gleicher Temperatur
von 0.15 g/(gh) bestimmt.

Die Feedprofile zur Untersuchung der zeitabhdngigen Expression des NPY2R sahen eine
stiindliche Probenahme, vom Zeitpunkt der Induktion beginnend, von je 400 ml aus dem Kul-
turvolumen vor. Die tatsdchliche Probenahme erfolgte dann allerdings auf der Basis eines bio-
massenormierten Volumens (400 ml einer optischen Dichte von 24.48 bzw. einer entspre-
chenden Biotrockenmassekonzentration von 13.66 g BTM/L Medium), um eine Vergleichbar-
keit der erzielten Ergebnisse beziiglich der Proteinkonzentration herzustellen. Das Probe-
nahmevolumen wurde sofort nach der Messung der optischen Dichte und anschlieBenden
Umrechnung aus dem Fermenter entnommen. Aufgrund der unterschiedlichen maximalen
spezifischen Wachstumsraten und Ausbeutekoeffizienten unterschieden sich die Feedprofile

voneinander, deren Randbedingungen in Tabelle 13 zusammengefasst wurden.

Tabelle 13: Zusammenfassung der genutzten Randbedingungen zur Erstellung der Open Loop Feed-
Profile zur Untersuchung der zeitabhiingigen Produktbildung des Expressionssystems
Rosetta R3-phY2 in Abhiingigkeit der Kohlenstoffquelle.

Kohlenstoffquelle
Randbedingung Glucose Glycerin
Mmax, 37°c [g/(g*h)] 0.30 0.32
Wset, vor Ind. [8/(g*h)] 0.23 028
Mset, nach Ind. [g/(g*)] 0.14 0.14
Xor [g/L] 7.8 9.5
Wor [L] 6.2 6.2
Yxs [g/g] 0.340 0.416
Sr [g/g] 0.40 0.40

Die ermittelten Daten der optischen Dichte beider Fermentationen sowie die angewendeten
Feedprofile wurden in Abbildung 37 visualisiert. Es erfolgte eine Normierung der Fermenta-
tionszeit auf den Induktionszeitpunkt, um die Vergleichbarkeit sichtbar zu machen. Die Daten
der Batchphase waren nur zum Teil verfiigbar, da die Fermentationen am Vorabend gestartet
wurden.

Alle Proben zur Untersuchung des Rezeptorgehaltes der Zellen wurden direkt im Anschluss
an die Probenahme zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet bis zur Weiterbehandlung bei
-80°C eingelagert. Jedes Zellpellet wurde in analoger Weise einer IB-Préparation unterzogen.
Anschlieend wurden die /nclusion Bodies solubilisiert und der chromatographischen Reini-

gung unterzogen.
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Abbildung 37:
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Verlauf der Daten der optischen Dichte (600 nm) und der berechneten Feedprofile fiir
das Expressionssystem Rosetta R3-phY2 wihrend der Fermentationen zur Untersuchung
der zeitabhiingigen Expression des NPY2R auf der Basis der Kohlenstoffquellen Glucose
bzw. Glycerin. Die Daten wurden normiert zum Induktionszeitpunkt dargestellt. Es er-
folgte eine stiindliche, biomassenormierte Probenahme (beginnend mit dem Induktions-
zeitpunkt) mit 400 ml der BTM-Konzentration 13.66 g BTM/L Medium.

Die biomasse- und kulturvolumenspezifischen Ausbeuten konnten damit in Abhédngigkeit der

Inkubationszeit nach Induktion und der eingesetzten Kohlenstoffquelle ermittelt werden. Die

erhaltenen Daten der Ausbeuten wurden in Abbildung 38 zusammengefasst.
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Abbildung 38:
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Verlauf der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2-
Konzentrationen in Abhéingigkeit der Inkubationszeit nach Induktion und der gewéhlten
Kohlenstoffquelle. Die Fermentationen erfolgten analog mit dem Unterschied des Ein-
satzes von Glucose bzw. Glycerin als Kohlenstoffquelle. Die Probenahme wurde auf
ein Volumen von 400 ml der optischen Dichte 24.48 bzw. der Biotrockenmassekonzentra-
tion 13.66 g BTM/L Medium normiert. Die erhaltene Biomasse wurde der IB-Priipara-
tion, der Solubilisierung, der chromatographischen Reinigung und der Proteinkonzentra-
tionsbestimmung unter normierten Bedingungen unterzogen. links: Die quantitative
Erfassung der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Proteinkonzentrationen. rechts:
Die qualitative Erfassung der biomassespezifischen Proteinkonzentration der Fermenta-
tion mit Glucose als C-Quelle mittels SDS-PAGE. (M: Marker My, 0 - 6: 0 bis 6 Stunden
nach Induktion.)
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Die kulturvolumenspezifische Ausbeute wurde anhand des entnommenen Probevolumens, der
Masse des durch Zentrifugation gewonnen Zellpellets und der biomassespezifischen Ausbeute
berechnet. Es wurde eine zweifache Rezeptorausbeute fiir die Verwendung von Glycerin im
Vergleich zu Glucose als Kohlenstoffquelle bestimmt, die zudem bereits nach 5 Stunden
Induktionszeit ein Maximum erreichte. Die hohere Produktbildungsrate bei Verwendung von
Glycerin bedeutete eine Minimierung der zuzufiihrenden Kohlenstoffquelle und somit der
Kosten fiir eine unspezifische Isotopenmarkierung. Aus diesen Griinden wurde die weitere
Optimierung auf der Grundlage von Glycerin als Kohlenstoffquelle fortgefiihrt.

Es wurde zusitzlich zur Analyse des biomassespezifischen Rezeptorgehaltes eine Bestim-
mung der Menge der im Medium enthaltenen Rezeptoren durchgefiihrt. Diese Moglichkeit
bestand aus dem Grund, dass aus den lysierten Zellen stammende freie Lipide die Proteine
solubilisieren konnten. Weiterhin wurde der Verlust des Zielproteins in den Schritten der
Inclusion Body-Préaparation untersucht. In beiden Fillen konnte mit keiner der oben genannten

Methoden ein Verlust bestitigt werden.

4.2.6 Untersuchungen zur temperaturabhiingigen Expression des NPY2R in Rosetta R3

Die Gewihrleistung einer aussagekréftigen Bestimmung der temperaturabhéngigen Expres-
sion des NPY2R wurde mit einer standardisierten Wahl der Fermentationsparameter erbracht.
Dies schloss ein Batchvolumen von 5 L, ein festgelegtes Feedprofil (Abbildung 39), einen
pH-Wert von 7.0, einen kaskadengeregelten Sauerstoffpartialdruck von 30 %, eine Inkuba-
tionstemperatur vor Induktion von 37°C, die Dauer der Induktion von 5 Stunden und die
definierte Medienzusammensetzung mit ein. Die Anderung der Temperatur von 37°C auf die
untersuchten Temperaturen von 30, 32, 34, 36, 37, 38, 39 und 40°C nach Induktion wurde
innerhalb einer halben Stunde (Abbildung 39) in dem Zeitraum realisiert, in dem die Feedrate
linear reduziert wurde, um eine spezifische Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) einzustellen. Die
Induktion erfolgte in allen Féllen mit 1 mM des Induktors IPTG. Die Festlegung der Induk-
tionszeit auf 5 Stunden erfolgte auf der Grundlage des in Kapitel 4.2.5 bestimmten maximalen
biomasse- und kulturvolumenspezifischen Y2-Rezeptor-Gehaltes. Diese Festlegung wurde
unabhéngig davon gemacht, dass nach einer lingeren Induktionszeit bei einer anderen Tempe-
ratur eine Erh6hung der zur Beurteilung genutzten Rezeptorkonzentrationen erreicht werden
kann. Dies griindete auf dem Umstand, dass eine Verlingerung der Fermentationszeit mit
einer unter Umsténden drastischen Erhohung der bendétigten kostenintensiven Substrate ver-

bunden gewesen wire. Die erzielten Verldufe der optischen Dichte, gemessen bei 600 nm,
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und die resultierenden spezifischen Proteinkonzentrationen nach der entsprechenden Isolation

und Reinigung finden sich in Abbildung 40 und Abbildung 41.
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Abbildung 39: Darstellung der gesetzten Profile fiir Temperatur und Feed zur Untersuchung der tempe-
raturabhingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 in Rosetta R3. Die Ex-
pression wurde bei den Temperaturen 30, 32, 34, 36, 37, 38, 39 und 40°C auf der Basis
der Kohlenstoffquelle Glycerin mit festem Feedprofil und sonst konstanten Fermenta-
tionsparametern untersucht. Die Anderung der Temperatur von 37°C vor Induktion auf
die jeweilige Temperatur erfolgte innerhalb einer halben Stunde vor Induktion analog
zur Reduktion der gesetzten spezifischen Wachstumsrate mit Hilfe des Substratzustroms.
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Abbildung 40: Verlidufe der Daten der gemessenen optischen Dichten in allen Fermentationen zur
Untersuchung der temperaturabhingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors
Typ 2. Dargestellt sind die Messdaten vom Beginn des Open Loop Feed Control. Die
Anderung der Temperatur erfolgte gleichzeitig mit der Reduktion der gesetzten spezi-
fischen Wachstumsrate auf 0.14 g/(gh) innerhalb von 30 Minuten bis zur Induktion.

Die kulturvolumenspezifischen Angaben (Abbildung 41) wurden auf das sich aus Batchvo-
lumen und der Volumenzunahme durch Base- und Feedzustrome ergebende Endvolumen

jeder Fermentation bezogen.
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Abbildung 41: Abhéngigkeit der Expression des NPY2R von der Temperatur nach Induktion. Die ermit-
telten Ergebnisse fiir die biomasse- und kulturvolumenspezifischen Proteinkonzentra-
tionen wurden nach einer Induktionszeit von 5 Stunden mit Hilfe der IB-Priparation,
der Solubilisierung (jeweils 5 g Inclusion Bodies) und der affinititschromatographischen
Reinigung bestimmt. Die kulturvolumenspezifischen Angaben beziehen sich auf das er-
reichte Endvolumen, dass sich aus Batchvolumen und der Volumenzunahme durch die
Zustrome aus Base und Feed zusammensetzt.

Das Ergebnis einer maximalen biomasse- und kulturvolumenspezifischen Rezeptorausbeute
bei einer Fermentationstemperatur von 38°C wurde als Grundlage fiir die weiteren Optimie-

rungsschritte gesetzt.

4.2.7 Einfluss der Induktorkonzentration auf die Y2-Rezeptor-Expression

Der Einfluss der IPTG-Konzentration auf die NPY2R-Konzentration wurde bei einer Fermen-
tationstemperatur nach Induktion von 30°C untersucht. Diese Temperatur wurde gewdhlt, da
in der Untersuchung der temperaturabhéngigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors
Typ 2 (Kapitel 4.2.6) die biomassespezifische Produktbeladung der Escherichia coli-Zellen
duflerst gering war und somit ein maximaler Effekt der Induktorkonzentration nachgewiesen
werden konnte, ohne in die Limitation der spezifischen Produktbeladung der Zellen zu
gelangen. Es wurden zwei analoge Fermentationen mit den in Kapitel 4.2.6 beschriebenen
Prozessparametern durchgefiihrt. Die einzige Variation in diesen Prozessen bestand im Ein-
satz von 1 mM bzw. 2 mM IPTG zur Induktion der Proteinsynthese. Der geringe Einfluss der
Induktorkonzentration auf das Wachstumsverhalten kann in Abbildung 42 nachvollzogen
werden und weist eine hohe Reproduzierbarkeit der Fermentationsfithrung aus. Die Protein-
daten, die aus der Inclusion Body-Préparation, Solubilisierung und chromatographischen Rei-
nigung erhalten wurden, sind in Tabelle 14 vergleichend dargestellt. Kulturvolumenspezi-

fische Angaben basieren auf dem Gesamtvolumen, bestehend aus Batchvolumen und der
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Volumenzustrome aus Feed und Base bis zum Ende der Fermentation. Es wurde die durch die
Erhdhung der Induktorkonzentration verursachte Anderung der zur Beurteilung essentiellen
Daten von Biomasse und Proteinkonzentration angegeben und zusétzlich mit den in Kapitel

4.2.10 bestimmten maximalen Fehlern korrigiert.
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Abbildung 42: Wachstumsverhalten von Rosetta R3 in Fermentationen zum Nachweis des Einflusses der
Induktorkonzentration auf die biomasse- und kulturvolumenspezifische Y2-Rezeptor-
Ausbeute. Die in Kapitel 4.2.6 gewiihlten Prozessparameter wurden analog gefiihrt. Die
Temperatur nach Induktion wurde auf 30°C festgelegt, um einen maximalen Effekt der
Verdopplung der Induktorkonzentration (1 mM und 2 mM) sichtbar zu machen, ohne in
die Limitation der spezifischen Produktbeladung zu gelangen.

Unter Beachtung der Reproduzierbarkeitsuntersuchungen in Kapitel 4.2.10 wurde eine Erho-
hung der biomasse- und kulturvolumenspezifischen Proteinkonzentrationen um etwa 20 %
erreicht (Tabelle 14). Dieses Ergebnis kann zur Ausfiihrung der optimalen Fermentation
genutzt werden, jedoch wurde fiir die weiteren Fermentationsoptimierungsschritte eine Induk-
torkonzentration von 1 mM IPTG beibehalten, um die Vergleichbarkeit der aus den unter-

schiedlichen Experimenten gewonnenen Daten zu erhalten.

Tabelle 14: Vergleich der erhaltenen Biomasse- und Proteindaten in Abhingigkeit der Induktor-
konzentration. Mit dargestellt ist die prozentuale Anderung der angegebenen Werte bei
Verdopplung der IPTG-Konzentration (in Klammern unter Beriicksichtigung der maxi-
malen Abweichungen, bestimmt in Kapitel 4.2.10).

IPTG-Konzentration 1 mM 2 mM Anderung [%]
BFM |g] 261.3 266.9 2.1 (4.0)
IBs [g] 28.6 27.6 3.5 (:22)
NPY2R/BFM [ng/g] 40 50 25(17)
NPY2R/Volumen [mg/L] 1.86 235 26 (22)

NPY2RGesame [mg] 10.5 13.3 27 (20)
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4.2.8 Bestimmung des Einflusses des pH-Wertes nach Induktion auf den NPY2R-Gehalt
in Rosetta R3

Das experimentelle Vorgehen zur Bestimmung des Einflusses des pH-Wertes nach Induktion
auf die Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 wurde analog zum Kapitel 4.2.6 iiber-
nommen. Die E. coli-Zellen wurde vor Induktion bei einer Temperatur von 37°C und einem
pH-Wert von 7.0 kultiviert. Die Temperatur nach Induktion wurde auf die optimale Expres-
sionstemperatur von 38°C festgelegt. Die Temperatur und die pH-Werte 6.0, 6.5, 7.5 und 8.0
wurden innerhalb einer halben Stunde bis zur Induktion eingestellt (Abbildung 43). Als Refe-
renz wurde die Fermentation bei 38°C und pH 7.0 aus den Temperaturuntersuchungen heran-

gezogen (Kapitel 4.2.6).
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Abbildung 43: Darstellung der vorgegebenen Profile fiir pH-Wert und Feedzulauf in den Fermenta-
tionen zur Untersuchung der pH-Wert-Abhiingigkeit der Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2-
Expression im Expressionssystem Rosetta R3-phY2. Die pH-Werte nach Induktion
wurden in vier Fermentationen in einem Bereich von pH 6.0 bis pH 8.0 in Inkrementen
von 0.5 pH-Einheiten variiert. Alle weiteren Fermentationsparameter wurden konstant
gehalten. Die in Kapitel 4.2.6 bestimmte optimale Expressionstemperatur wurde analog
zur Senkung bzw. Erhohung des pH-Wertes (pH-Wert von 7.0 bis zur Anderung) bzw.
der Reduktion des Substratzustroms innerhalb einer halben Stunde bis zur Induktion
von 37°C auf 38°C erhoht. Die Induktion wurde fiir 5 Stunden aufrecht erhalten. Die
Fermentation aus den Temperaturuntersuchungen bei 38°C und einem pH-Wert von 7.0
nach Induktion wurde als Referenz herangezogen.

Durch die Messung der optischen Dichte (600 nm) wurde das Wachstumsverhalten von
Rosetta R3 verfolgt und beurteilt (Abbildung 44). Die Daten des Batchprozesses waren nur
begrenzt verfligbar, da dieser iiber Nacht stattfand. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe
von 1 mM IPTG. Nach einer 5-stiindigen Expressionsphase erfolgte die Zellernte. Das erhal-
tene Zellpellet wurde der Inclusion Body-Praparation unterzogen, gefolgt von der Solubilisie-
rung von 5 g IBs und der standardisierten chromatographischen Reinigung sowie der Analyse

der biomasse- bzw. kulturvolumenspezifischen Ausbeuten des Y2-Rezeptors (Abbildung 45).
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Abbildung 44:

Abbildung 45:
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Verlauf der gemessenen optischen Dichten bei 600 nm der Fermentationen zur Unter-
suchung der pH-Wert-abhéingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 durch
das Zellsystem Rosetta R3-phY2. Die Einstellung der pH-Werte von 7.0 auf 6.0, 6.5, 7.5
und 8.0, die Reduktion der spezifischen Wachstumsrate auf 0.14 g/(gh) durch den Feed-
zulauf und die Anderung der Temperatur von 37°C auf 38°C erfolgte innerhalb von
30 Minuten bis zum Induktionszeitpunkt. Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von
1 mM IPTG. Die ermittelten Daten sind vom Beginn der Feedphase an dargestelit.
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Zusammenfassung der ermittelten biomasse- und kulturvolumenspezifischen Ausbeuten
des NPY2R in Abhéngigkeit des pH-Wertes nach Induktion, der in einem Bereich von pH
6.0 und 8.0 in Inkrementen von 0.5 pH-Einheiten untersucht wurde. Das aus den Fermen-
tationen gewonnene Zellpellet wurde der IB-Priparation unterzogen. Die Solubilisierung
von 5¢g IBs ermoglichte die chromatographische Reinigung und Bestimmung der bio-
masse- und kulturvolumenspezifischen Konzentrationen des NPY2R. Die kulturvolumen-
spezifischen Angaben wurden fiir das Endvolumen der Fermentationen bestimmt, das
sich aus Batchvolumen und zugefiihrten Volumina von Base/Siure und Feed ergab.

Aus den erhaltenen Ergebnissen zur Untersuchung der pH-Abhingigkeit der Rezeptorpro-

duktion konnte ein optimaler pH-Wert von 7.0 bestimmt werden, der neben der optimalen

Expressionstemperatur von 38°C fiir den folgenden Optimierungsschritt der Untersuchung der

optimalen Feedstrategie iibernommen wurde.
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4.2.9 Ermittlung der optimalen Feedingstrategie zur Maximierung der biomasse- und
kulturvolumenspezifischen Y2-Rezeptor-Ausbeuten in Rosetta R3

Der Einsatz einer limitierenden Feedingstrategie nach Induktion war sehr sinnvoll, um die
Vergleichbarkeit der Rezeptorausbeuten, unter dem Gesichtspunkt der Variation der Prozess-
parameter (Kultivierungstemperatur und pH-Wert nach Induktion), und die Reproduzierbar-
keit der Fermentationen zu gewéhrleisten. Allerdings war damit kein Zusammenhang be-
kannt, der den Schluss des Effektes der eingestellten, feedrealisierten spezifischen Wachs-
tumsrate nach Induktion auf die ausschlaggebenden Rezeptorausbeuten zuliel3. So bestand die
Moglichkeit einer Erhohung der Y2-Rezeptor-Ausbeuten bei einer verdnderten Feedstrategie.
Aus dieser Grundlage heraus wurde die Untersuchung der Abhingigkeit der gebildeten Re-
zeptormenge von der gesetzten spezifischen Wachstumsrate nach Induktion durchgefiihrt.
Dabei wurden die in Kapitel 4.2.6 und 4.2.8 bestimmten optimalen Fermentationsparameter
der Temperatur von 38°C nach Induktion und des konstanten pH-Wertes von 7.0 in analoger
Weise realisiert. Die Versorgung des Expressionssystems mit Substrat nach Induktion wurde
iiber die Anderung der gesetzten spezifischen Wachstumsrate durch den Feedzustrom in
einem Bereich von 0.10 g/(gh) bis 0.16 g/(gh) in Inkrementen von 0.02 g/(gh) variiert. Die
sich daraus ergebenden Profile der Substratzufuhr wurden in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Darstellung der berechneten Feedprofile zur Untersuchung der Y2-Rezeptor-Produk-
tion in Abhiingigkeit der gesetzten spezifischen Wachstumsrate nach Induktion fiir einen
Bereich von 0.10 bis 0.16 g/(gh) in Inkrementen von 0.02 g/(gh).

Die Fermentation mit der optimalen Expressionstemperatur von 38°C (pH-Wert 7.0) und der
gesetzten spezifischen Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) nach Induktion wurde erneut als Refe-
renzfermentation bestimmt. Die Induktion erfolgte jeweils durch die Zugabe von 1 mM IPTG

und wurde fiir 5 Stunden aufrecht erhalten. Das aus der Anwendung der berechneten Feedpro-
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file und der in Kapitel 4.2.6/4.2.8 ermittelten optimalen Werte fiir Temperatur und pH-Wert
resultierende Wachstumsverhalten von Rosetta R3-phY2 wurde in Abbildung 47 zusammen-

gefasst. Die Daten der optischen Dichte (600 nm) wurden auf die Induktionszeit normiert.
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Abbildung 47: Zusammenfassung der gemessenen optischen Dichten bei 600 nm in allen Fermentationen
zur Untersuchung der substratzulaufabhingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezep-
tors Typ 2 in Rosetta R3. Dargestellt sind die Messdaten vom Beginn der Feedphase. Die
Einstellung der Temperatur von 38°C nach Induktion erfolgte analog zur Reduzierung
des Feedprofils, das eine spezifische Wachstumsrate von 0.10, 0.12, 0.14 oder 0.16 (g/gh)
vorgab, innerhalb von 30 Minuten bis zum Zeitpunkt der Induktion mit 1 mM IPTG. Der
pH-Wert wurde auf einen Wert 7.0 festgelegt. Die Expressionszeit betrug 5 Stunden.

Es erfolgte die Bestimmung der spezifischen Y2-Rezeptor-Konzentrationen (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Abhéngigkeit der biomasse- und kulturvolumenspezifischen NPY2R-Ausbeuten von der
gesetzten spezifischen Wachstumsrate nach Induktion. Die Untersuchung wurde in einem
Bereich der vorgegebenen spezifischen Wachstumsrate nach Induktion von 0.10 bis
0.16 g/(gh) in Inkrementen von 0.02 g/(gh) gefiihrt. Die Induktion wurde nach Reduktion
des Feeds und Einstellung der Fermentationstemperatur auf 38°C mit 1 mM IPTG
durchgefiihrt und fiir 5 Stunden aufrecht erhalten. Die Proteinkonzentrationsanalyse
wurde mit den in Kapitel 3.2.7 dargestellten Protokollen durchgefiihrt. Die Endvolu-
mina wurden aus Batchvolumen und Volumenzunahme durch Feed und Base kalkuliert.
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Die aus jedem Prozess nach 5 Stunden Induktionszeit erhaltene Biomasse wurde nach den
entsprechenden Protokollen aus Kapitel 3.2.7 behandelt. Die kulturvolumenspezifische Neu-
ropeptid Y-Rezeptor Typ 2-Konzentration wurde auf das erreichte Endvolumen der jewei-
ligen Fermentation bezogen, das sich aus Batchvolumen und der Volumenzunahme, verur-
sacht durch Base und Feed, zusammensetzte. Die ermittelten Rezeptorkonzentrationen wiesen
das Ergebnis aus, das eine gesetzte spezifische Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) nach Induktion
als Optimum zur maximalen biomasse- und kulturvolumenspezifischen Neuropeptid Y-Re-

zeptor Typ 2-Expression definierte.

4.2.10 Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der Fermentationsfiihrung auf Biomasse-
und Produktbildung

Um die Reproduzierbarkeit der Fermentationsprozesse beurteilen zu konnen, wurden zwei
Fermentationen bei einer Temperatur von 37°C, einem pH-Wert von 7.0 und einer gesetzten
spezifischen Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) nach Induktion in analoger Weise gefiihrt. Die
Bewertung der Wiederholbarkeit erfolgte anhand der Biomasse- (Abbildung 49) und Produkt-
daten (Tabelle 15).
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Abbildung 49: Darstellung der Reproduzierbarkeit der Daten der optischen Dichte bei zwei Fermenta-
tionen mit einer Temperatur von 37°C, einem pH-Wert von 7.0 und einer gesetzten spe-
zifischen Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) nach Induktion. Die Induktion der Neuropep-
tid Y-Rezeptor Typ 2-Synthese in Rosetta R3 erfolgte mit 1 mM IPTG und wurde fiir
5 Stunden aufrecht erhalten.

Die Daten der optischen Dichte bei 600 nm wiesen geringe relative Abweichungen im
Bereich von 0.2 bis 1.5 % (3 Ausnahmen mit ca. 5 %) auf. Die Abweichungen der erhaltenen

Biofeuchtmassen lagen bei etwa 1 %. Die Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Protein-
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daten brachte eine maximale Abweichung vom Mittelwert von ca. 3 % fiir die biomassespezi-

fische und von ca. 2 % fiir die kulturvolumenspezifische Proteinkonzentration (Tabelle 15).

Tabelle 15: Zusammenfassung der essentiellen Daten zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der
Batch-Fedbatch-Fermentationen zur Expression des NPY2R bei 37°C, einem pH-Wert
von 7.0 und einer gesetzten spezifischen Wachstumsrate von 0.14 g/(gh) nach Induktion
in einer Doppelbestimmung. Die Analyse der Produktausbeute wurde iiber die IB-Priipa-
ration, Solubilisierung und chromatographische Reinigung vorgenommen. Zusitzlich
dargestellt wurde der Mittelwert aus den ermittelten Werten und die prozentuale Ab-
weichung von diesem.

1 2 Mittelwert Abweichung [%]
BFM |[g] 243.9 248.4 246.15 0.9
IBs [g] 30.8 243 27.55 10.5
NPY2R/BFM [pg/g] 368 343 355.5 3.4
NPY2R/Volumen [mg/L] 15.57 15.0 15.29 1.8
NPY2RGesame [mg] 89.7 85.2 87.45 2.5

Weiterhin wurden alle durchgefiihrten Fermentationen zur Untersuchung der fermentations-
parameterabhingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 anhand der Profile der
verbrauchten Base bis zum Zeitpunkt der Anderung der Fermentationsparameter auf Repro-
duzierbarkeit untersucht. Die folgende Abbildung zeigt die Baseprofile aller Fermentationen

unter der Angabe des Mittelwertes und eines 5 %igen Vertrauensbereiches.
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Abbildung 50: Veranschaulichung der Reproduzierbarkeit der Fermentationsfiihrung anhand der ver-
brauchten Base aller durchgefiihrten Fermentationen zur Maximierung des NPY2R-Ge-
haltes in Rosetta R3 nach 5 Stunden Induktionszeit. Die Profile wurden gemittelt und
zusitzlich ein Vertrauensbereich von 5 % angegeben. Die Darstellung erfolgte bis 30 Mi-
nuten vor Induktion, da ab diesem Zeitpunkt die Prozessparameter geiindert wurden.

Die in Abbildung 50 gezeigten Baseprofile verdeutlichen eine hohe Reproduzierbarkeit in der
Fermentationsfilhrung. Der Grad der Reproduzierbarkeit der Fermentationsfiihrung wurde

zusitzlich durch die erreichten optischen Dichten zu diskreten Zeitpunkten bestimmt, indem
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der Mittelwert der optischen Dichten aus allen durchgefiihrten Fermentationen zu diesen
Zeitpunkten gebildet und ein Vergleich relativ zum Mittelwert (Abbildung 51) gefiihrt wurde.
Die gewihlten Zeitpunkte, i. das Ende der Batchphase ii. der Zeitpunkt der Feedphase, bevor
die Anderung der Prozessparameter begann (30 Minuten vor Induktion), stellten eine
Vergleichbarkeit her, da die Fermentationen in diesem Zeitrahmen noch keine Unterschiede
in der Prozessfiihrung aufwiesen. Aullerdem konnte anhand dieser Punkte zusédtzlich die
Wirkung des Open Loop Feed Control nachvollzogen werden, denn die feedgesteuerte
Begrenzung der spezifischen Wachstumsrate, die unterhalb der maximalen spezifischen
Wachstumsrate des Expressionssystems lag, musste eine Reduktion der relativen Fehler

bezogen auf den Mittelwert bewirken.
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Abbildung 51: Darstellung der Reduktion der auf den Mittelwert bezogenen relativen Abweichungen
der optischen Dichten (600 nm) am Batchende und 30 Minuten vor Induktion. Es wurde
der Mittelwert der Messdaten aller zur Untersuchung der prozessparameterabhiéingigen
Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 durchgefiihrten Fermentationen gebildet.
Die Abweichungen der Messdaten wurden relativ zum Mittelwert dargestellt. Die Bele-
gung der Fermentationsnummern: 1 - 8 Fermentationen zur Untersuchung der tempera-
turabhéngigen Expression (Kapitel 4.2.6) (aufsteigend), 9 - 12 Fermentationen zur Unter-
suchung der pH-Wert-abhingigen Expression (Kapitel 4.2.8) (aufsteigend), 13 - 15 Fer-
mentationen zur Untersuchung der p,-abhiingigen Expression (Kapitel 4.2.9) (abstei-
gend).

Es wurde mit einer Ausnahme fiir jede Fermentation eine Reduktion der relativen Fehler der
Messdaten der optischen Dichten bezogen auf den Mittelwert durch das Nutzen des Open
Loop Feed Control nachgewiesen. Dies bedeutet, dass die Abweichungen in der Fedbatch-
phase im Vergleich zur Batchphase reduziert wurden. Die Abweichungen vom Mittelwert
konnten grundsitzlich in einen Bereich von 0.1 - 5 % gefiihrt werden (eine Abweichung mit
ca. 7 %) und beschreiben damit fortfithrend zur Beurteilung der Wiederholbarkeitsunter-

suchungen mit Hilfe der Baseprofile eine reproduzierbare Prozessfiihrung.
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4.2.11 Mathematische Beschreibung der Fermentationsprozesse zur Untersuchung der
prozessparameterabhingigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2

Die mathematische Erfassung der gemessenen Daten aller durchgefiihrten Fermentationen in
einem Prozessmodell wurde auf der Grundlage der in Kapitel 4.1.7 beschriebenen Glei-
chungen (19) bis (23) durchgefiihrt. Der Unterschied zu der Prozesssimulation der Produktion
des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 war die Bilanzierung des Reaktorraumes, die den Zustrom
von Base und Sdure bzw. des Feeds zulie und damit eine Anderung des Gesamtvolumens
bzw. der Gesamtmasse mit der Zeit kalkulierte. Dazu wurden die Onlinedaten dieser Grof3en
herangezogen und dem Einfluss auf die Biomasse-, Base- und Produktdaten Rechnung getra-
gen. Die Ergebnisse der Simulation fiir Biomasse-, Base- und Produktverldufe der Fermenta-
tionen zur Untersuchung der temperaturabhéngigen Expression des Neuropeptid Y-Rezeptors
Typ 2 wurden in Abbildung 52 zusammengefasst.

Alle weiteren erhaltenen Ergebnisse flir die Fermentationen zur pH- bzw. feedabhingigen
Expression des NPY2R sowie das erstellte Prozessmodell sind im Anhang A3 dargestellt. Der
Wichtung der einzelnen Einfliisse (Temperatur, pH-Wert, Feedstrategie) auf das Wachstum
bzw. die Produktausbeute wurde durch das Erstellen und Einbeziehen entsprechender Peak-
funktionen entsprochen. Dies ermdglichte innerhalb des Bereiches, in dem die Peakfunk-
tionen Giiltigkeit besa3en, die freie Wahl der Prozessparameter zur Vorhersage der erwarteten
Verldufe fiir Biomasse, Base und Produkt. Die Parameter der Produktbildungskinetik (7tmax
und tlag) wurden mit Hilfe der Fermentation zur Untersuchung der zeitabhidngigen Expression
des NPY2R mit Glycerin als Kohlenstoffquelle (Kapitel 4.2.5) bestimmt.

Die mit Hilfe des Prozessmodells simulierten Verldufe der entscheidenden Grofen der Fer-
mentationen weisen eine gute Naherung der gemessenen Daten fiir Biomasse, Base und Ziel-
protein fiir alle durchgefiihrten Fermentationen auf. Dadurch besitzt das Prozessmodell eine
gute Vorhersagequalitit bei frei wihlbaren Fermentationsparametern fiir Temperatur, pH und
Feedrate innerhalb der untersuchten Bereiche. Allerdings traten auch Abweichungen der
simulierten Verldufe von den Messdaten auf. Dies war vor allem den angewendeten Peak-
funktionen geschuldet, die die Einfliisse an den Grenzen der untersuchten Bereiche von
Temperatur, pH-Wert und gesetzter spezifischer Wachstumsrate nicht hinreichend genau
beschrieben. Somit ist eine Extrapolation mit Hilfe des Prozessmodells auflerhalb der
untersuchten Bereiche der Fermentationsparameter nicht mdglich. Allerdings kann auf der
Basis eines solchen Simulationsmodells eine Abschidtzung der optimalen Prozessparameter er-

folgen.
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Abbildung 52: Darstellung der Simulationsergebnisse fiir die Fermentationen zur Untersuchung der

Temperaturabhingigkeit der NPY2R-Expression (I. 30°C, II. 32°C, II1. 34°C, IV. 36°C,
V. 37°C, VL. 38°C, VIL. 39°C, VIII. 40°C). Gezeigt sind die Verlidufe der Biomassekonzen-
tration (schwarz, Punkte - MD, Linie - Sim), verbrauchte Base (griin - MD, helles griin -
Sim) und Produktkonzentration (rot, Punkte - MD, Linie - Sim). Die gesetzte spezifische
Wachstumsrate wurde auf einen Wert von 0.14 g/(gh) und der pH-Wert auf 7.0 festgelegt.
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5 Diskussion der Ergebnisse

Das Interesse an der Struktur und Wirkungsweise von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren hat
eine groBe Anzahl von Methoden zur Untersuchung dieser Proteine hervorgebracht. Das
grundlegende Problem der Prédparation von Proben liegt dabei allerdings bereits am Anfang
dieser Prozeduren. Die Expression von GPCRs ist mit Schwierigkeiten verbunden. Unter-
schiedliche, vor allem eukaryontische, Expressionssysteme bieten dabei Vorteile, die die Aus-
bildung der nativen Strukturen giinstig beeinflussen. Allerdings sind diese Expressionswirte
kaum in der Lage, die fiir strukturelle Untersuchungen notwendigen Mengen herzustellen.
Weiterhin werden die mdglichst nativ hergestellten Zielproteine fiir die bisherige Heran-
gehensweise zur Untersuchung mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse stark modifiziert (Ent-
fernung von posttranslationalen Modifikationen, Nutzung von Fusionspartnern, Stabilisierung
durch einen Antagonisten, Einfiihrung von Punktmutationen, Deletionen von teilweise iiber
150 Aminosduren), um eine Kristallbildung erst moglich zu machen. Dies bedeutet nun, dass
die duBerst schwierige und zeitaufwendige Kultivierung der Zellen und die Expression eines
posttranslational modifizierten Rezeptors umgangen werden kann, wenn die gewollten Modi-
fikationen zur Strukturanalyse am Ende wieder entfernt werden. Eine Anwendbarkeit der
NMR-Spektroskopie, die den Vorteil einer Untersuchung eines nicht konformationell gebun-
denen Proteins bietet, ergibt sich mit den eukaryontischen Expressionssystemen ebenfalls nur
mit mittlerer bis geringer Effizienz, da in den meisten Féllen nur eine Kultivierung mit Hilfe
komplexer Medien moglich ist und somit die Inkorporierung der fiir die NMR notwendigen
Isotopen nicht vorhersagbar wird. Die Ldsung dieser Probleme ist die Expression von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit Hilfe von Bakterien, die eine Vielzahl von Vorteilen
gegeniiber eukaryontischen Wirten aufweisen. Dabei spielt die Verwendung von definierten
Medienzusammensetzungen eine libergeordnete Rolle. Aber auch die hohen erreichbaren
Zelldichten und die hohen biomassespezifischen Produktausbeuten favorisieren diesen
Zelltyp.

Diesen Behauptungen wurde in der vorliegenden Arbeit in der Weise Rechnung getragen,
dass eine Methodik entwickelt wurde, die eine hocheffiziente Expression von G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren in nativer und nicht nativer, spezifisch und unspezifisch isotopen-
markierter Form in Escherichia coli fiir Strukturuntersuchungen mittels NMR-Spektroskopie
ermoglicht. Dabei wurde flir den nativ exprimierten Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 eine zu
eukaryontischen Expressionssystemen vergleichbare kulturvolumenspezifische Ausbeute

erzielt, die aber den Vorteil der hocheffizienten (> 95 %) spezifischen und unspezifischen
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Isotopenmarkierung der Aminoséduren bietet. Die Kultivierung ist zudem wesentlich kontrol-
lierbarer und benotigt weniger Zeit. Aulerdem wurde fiir diesen Rezeptor eine Funktionalitit
in Form der Ligandenbindungs- und der G-Protein-Aktivierungsfahigkeit nachgewiesen, so-
dass die in der Natur auftretenden posttranslationalen Modifikationen zumindest nicht in
detektierbarem Mafe fiir die Aktivitdt des CB2R notwendig sind. Die Ausbildung der extra-
zelluldren Disulfidbriicke des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 war allerdings durch die enge
Lokalisation zum Dsb-System (Dsb Disulfide bond, DsbA und DsbB: Disulfidausbildung,
DsbC und DsbD: Disulfidisomerisierung)®™ von Escherichia coli mdglich.”® Die genannten
Vorteile einer hohen Kontrollierbarkeit und Reproduzierbarkeit, sowie die geringen Kultivie-
rungszeiten treffen ebenfalls fiir die Herstellung des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 zu. Die
Notwendigkeit der posttranslationalen Modifikationen fiir die funktionelle Aktivitit der
Rezeptoren konnte ebenfalls nicht verifiziert werden, da die in der Literatur beschriebene
Ligandenbindungsfahigkeit von aus [Inclusion Bodies renaturierten und rekonstituierten
Neuropeptid Y-Rezeptoren des Typs 2'” einen Aufschluss auf die native Konformation
zuldsst. AuBlerdem sind die maximal erreichten kulturvolumenspezifischen Rezeptoraus-
beuten im Vergleich mit anderen Expressionssystemen (Tabelle 6) teilweise um eine Zehner-
potenz hoher. Bei einer geeigneten Prozessfithrungsstrategie, die im Folgenden betrachtet
wird, kann im entwickelten System eine Effizienz der unspezifischen Markierung des NPY2R
mit *N-Isotopen etwa in einem Bereich > 98 % und mit *C-Isotopen etwa in einem Bereich

> 95 % erreicht werden.

5.1 Bewertung der Expressionsstrategien

5.1.1 Bewertung der Prozessfiihrungsstrategien

Zur rekombinanten Herstellung der in dieser Arbeit untersuchten GPCRs wurden unterschied-
liche Prozessfiihrungsstrategien verwendet. Diese griindeten aus den unterschiedlichen Ziel-
stellungen. Der Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 wurde fiir die spezifische Isotopenmarkierung
der Tryptophane der Primérsequenz in einem Batchverfahren kultiviert. Es konnte zwar dhn-
lich dem Beispiel des NPY2R von einer substratlimitiert bedingten Steigerung der biomasse-
und kulturvolumenspezifischen Rezeptorausbeuten ausgegangen werden, jedoch war diese
Methodik aus folgenden Griinden die geeignete Wahl. Die Anwendung einer Feedstrategie,
die zu einer Limitation der Kohlenstoffquelle fiihrt, wiirde wahrscheinlich nicht in groem
MafBe die Tryptophanaufhahme der Zellen beeinflussen. Allerdings wiirde die Effizienz der
"N-Isotopenmarkierung nur an Tryptophanen betrichtlich gemindert, da diese zusitzliche

Kohlenstoffquelle unter Limitation der primédren C-Quelle (Glucose) zum Wachstum metabo-
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lisiert wiirde. Damit wére eine Verschiebung der Stickstoffatome in andere Aminosduren oder
Zellbestandteile verbunden. Das Design des Expressionssystems ist damit direkt korreliert, da
dieses auf eine geringe Expressionsrate ausgelegt wurde, sodass die Zellmorphologie mog-
lichst gering durch die Expression der hydrophoben Proteine beeinflusst wird und somit ein
Zellsterben verhindert. Dies verursacht allerdings auch ein beinahe unverindertes Wachs-
tumsverhalten der Zellen nach Induktion, sodass bei der Zufiihrung der zusitzlichen Kohlen-
stoffquelle Tryptophan unter limitierenden Bedingungen von Glucose die Aminosdure ver-
stoffwechselt wiirde. Das Absenken der Expressionstemperatur mindert ebenfalls die Ex-
pressionsrate und bewirkt zusdtzlich eine betrachtliche Erhohung von ungesittigten Fettsduren
in der Membran von Escherichia coli,'® die positiven Einfluss auf die Funktionalitit von
GPCRs zeigen.'® Die geringe Expressionsrate, verursacht durch die niedrige Temperatur,
fordert natiirlich auch die native Rezeptorkonformation110 und verringert die Bildung von
Inclusion Bodies.'*>'%

Fiir die unspezifische Markierung mit ’N-Isotopen des CB2-Rezeptors vermindert die Batch-
strategie die Effizienz der Inkorporierung nicht, wenn bereits zu Beginn der Fermentation die
Stickstoffquelle zugesetzt wiirde. Allerdings konnte durch die Anwendung einer Fedbatch-
prozessfilhrung die biomasse- und kulturvolumenspezifische Rezeptorausbeute gesteigert
werden. Weiterhin kann ebenfalls die Menge funktionaler Rezeptoren erhoht werden, da
durch die substratlimitierende Feedstrategie auch eine Reduktion der Produktbildungsrate er-
reicht bzw. das Verhidltnis von Wachstumsrate zu Produktbildungsrate positiv beeinflusst
werden kann.

Im Fall einer angestrebten unspezifischen Markierung des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 mit
13C ist eine Limitation der Kohlenstoffquelle unbedingt zu gewihrleisten. Zum Einen mindert
dies die Menge des bendtigten, teuren Substrats und zum Anderen wird die in Kapitel 4.1.7
beschriebene Akkumulation von Kohlenhydraten und weiteren Stoffen unterdriickt, die bei
der Reduktion der Temperatur auftritt. Die Unterdriickung der Akkumulation ist duflerst wich-
tig, da die gespeicherte '*C-Quelle in der Produktionsphase des Rezeptors die Effizienz der
Isotopenmarkierung betréchtlich senken wiirde. Um das zu verhindern, wire der Einsatz der
markierten Kohlenstoffquelle vom Beginn der Fermentation notwendig, was jedoch nicht
sinnvoll ist. Es wiirde sonst nur Biomasse und kein Produkt in der Wachstumsphase vor In-
duktion aus der Kohlenstoffquelle gebildet. Die Zufiihrung der isotopenmarkierten Kohlen-
stoffquelle ist ca. 1 bis 0.5 Stunden vor Induktion sinnvoll, wenn eine Reduktion der Feedrate
bewerkstelligt wird, sodass die unter Umstdnden akkumulierten Stoffe und die im Medium

enthaltenen Kohlenstoffquellen vor Induktion moglichst vollstindig metabolisiert werden.
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Fiir die Produktion eines spezifisch isotopenmarkierten Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 kann
eine andere Methodik als fiir den CB2-Rezeptor herangezogen werden. Unter der Bedingung
von Glycerin als Kohlenstoffquelle kann eine substratlimitierte Feedstrategie angewendet
werden. Die durch die Verdiinnung durch Base- bzw. Feedzustrome korrigierten Werte der
gemessenen optischen Dichten nach Induktion zeigten keine Zelllyse wie im Fall von Glucose
als Kohlenstoffquelle bzw. wie im Fall von LB als Medium, sondern vermittelten lediglich
eine Stagnation des Wachstums. In diesem Zusammenhang muss jedoch beachtet werden,
dass die Stagnation des Wachstums von Mikroorganismen ein Gleichgewicht aus Zellsterbe-
und Zellwachstumsrate darstellt.'®” Das bedeutet, dass das durch die Zellen aufgenommene
Glycerin zwar nicht vollstindig aber zum grof8en Teil fiir die Proteinsynthese und den Erhal-
tungsstoffwechsel verwendet wird. Somit wiirde die Effizienz der spezifischen Isotopenmar-
kierung sowie die Aminosdurespezifitdt nur in geringem Mafle gemindert. Um diese Minde-
rung zu umgehen, miisste analog zum Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 eine Batchstrategie ver-
wendet werden. Dies ist aber in keiner Weise sinnvoll, da der Uberschuss der Kohlenstoff-
quelle (Beispiel: gesetzte spezifische Wachstumsrate nach Induktion 0.16 g/(gh), Kapitel
4.2.9) die Rezeptorausbeuten betridchtlich mindert.

Die unspezifische Isotopenmarkierung des NPY2R ist nur unter Anwendung eines Fedbatch-
verfahrens sinnvoll, da die maximale Rezeptorkonzentration, die unter Substratlimitierung
erreicht wird, unabhidngig von der Funktionalitdt betrachtet das Ziel darstellte. Die Behaup-
tung, dass im System Rosetta R3-phY?2 eine Effizienz der unspezifischen '*N-Isotopenmarkie-
rung des Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2 von > 98 % erreicht werden kann, stiitzt sich auf die
Voraussetzung, dass die markierten Stickstoffquellen bereits vom Beginn der Fermentation
dem Batchmedium und natiirlich dem Feed zugesetzt werden. Die vollstdndige 100 %ige Effi-
zienz ergibt sich natiirlich nicht. Die folgenden Griinde lassen dies nicht zu: i. alle genutzten
Chemikalien besitzen Verunreinigungen (durchschnittliche Reinheit der verwendeten Chemi-
kalien: 99.5 %), die auch Stickstoff beinhalten, ii. die verwendeten '“N-Quellen erreichen
keine 100 %ige Anreicherung mit dem schweren Isotop, iii. das eingesetzte Inokulum bein-
haltet nur "N, sodass dies als weitere Verunreinigung hinzu kommt. Dies stellt sich hnlich
fiir die Effizienz der "*C-Isotopenmarkierung dar. Des Weiteren ist der Einsatz der markierten
Kohlenstoffquelle aus Kostengriinden erst ca. 30 Minuten vor Induktion zu empfehlen. Da ab
diesem Zeitpunkt auch die Feedrate betrdchtlich gesenkt wird, ist eine maximale Metabolisie-
rung im Zeitraum zwischen der Umstellung von '>C- auf *C-Glycerin bis zur Induktion sehr
wahrscheinlich. Da allerdings die oben angesprochene Stagnation des Wachstums ein Gleich-

gewicht aus Zellsterbe- und Zellwachstumsrate ist,'”’” wird das bis dahin metabolisierte
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2C-Glycerin zum Teil wieder frei verfiigbar. Daher kann in diesem Fall keine 98 %ige Effi-

zienz der *C-Inkorporierung in den Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 erreicht werden.

5.1.2 Bewertung der Einfliisse der genutzten Kohlenstoffquelle auf die Expression des
Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 und Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2

Fiir die Expression der in dieser Arbeit untersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
wurden in Abhéngigkeit der jeweilig verwendeten Kohlenstoffquelle sehr unterschiedliche
Ergebnisse erzielt. Diese Unterschiede miissen zum groBten Teil auf die Expressionsplasmide
zuriickzufiihren sein, da die Expressionswirte im Wesentlichen {ibereinstimmten. Der zur Pro-
duktion des NPY2R verwendete E. coli-Stamm war ein Derivat des BL21(DE3), der zur Her-
stellung des CB2-Rezeptors Anwendung fand. Das sich stark unterscheidende Wachstumsver-
halten der Expressionssysteme im Minimalmedium (Rosetta R3-phY2: pm.x = 0.3 g/(gh),
BL21-130: pmax = 0.5 g/(gh)) war auf die hohere Syntheseleistung von Rosetta R3 fiir die
Plasmide zuriickzufiithren. Zum Einen musste dieser Stamm das zusétzliche Plasmid, das die
in E. coli seltenen tRNAs zur Verfiigung stellte, synthetisieren und zum Anderen wirkte sich
die hohere Kopienzahl des Plasmids phY?2 (High Copy-Plasmid, Anzahl pro Zelle: ~40F) auf
die maximale spezifische Wachstumsrate der Zellen aus. Dagegen handelte es sich bei dem
Plasmid pAY130 zur rekombinanten Herstellung des Cannabinoid-Rezeptors um ein Low
Copy-Plasmid''’ (Anzahl pro Zelle: ~15'®), das eine reduzierte Expressionsrate ermdglichen
sollte, um die native Konformation und Lokalisation des Rezeptors in der Membran zu
begiinstigen.

Der wesentliche Unterschied der Expressionsplasmide, die fiir den NPY2R und den CB2R
codierten, war eine Anwendung unterschiedlicher lac-Promotoren. Im Plasmid pAY 130 war

der Escherichia coli-Wildtyp des lac-Promotors'*®'%

enthalten. Das Plasmid phY2 codierte in
der Nukleotidsequenz fiir eine mutierte Form des lac-Promotors,'”® den lacUV5-Promotor".
Mit diesen unterschiedlichen Promotoren lassen sich die Einfliisse der Kohlenstoffquellen auf
die Produktbildung erkldren. Im Fall der Expression des NPY2R wirkte sich der lacUV5-Pro-
motor, dessen Regulation unabhéngig von der Wachstumsrate des Expressionswirtes und von
der Kohlenstoffquelle in Batch- und Fedbatchverfahren ist,'’' nicht auf die gebildete Produkt-
menge aus. Die Tatsache, dass bei der prozessparameteridentischen Kultivierung und Induk-

tion des Expressionssystems im Komplex- und Mineralsalzmedium mit Glucose als Kohlen-

stoffquelle nach einer Induktionszeit von 4 Stunden jeweils biomassespezifische Y2-Rezep-

¥ Novagen, pET System Manual, 11™ Edition, verfligbar unter http://www.merck-chemicals.de/life-science-
research/literature/c_gfib.slO0OvMAAAEjhaVumAom
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tor-Konzentrationen in einem Bereich von 100 pg NPY2R/g BFM aber im Mineralsalzme-
dium mit Glycerin als Kohlenstoffquelle etwa 240 ng NPY2R/g BFM erreicht wurden, lasst
sich mit dem stabilisierenden Einfluss von Glycerin auf Membranen erkldren. Glycerin und
andere Gefrierschutzmittel verdndern die Membranfluiditit, was sich in der Erhdhung der
Rigiditit von Phospholipidbilayern duBert,'”> und verhindert das Eintreten von Polypeptiden
in die Zellmembran.'” Damit konnte die Produktion des stark hydrophoben NPY2R auf Basis
von Glycerin die Zellmorphologie nur in sehr geringem Malle beeinflussen, sodass eine
hohere biomassespezifische Produktausbeute in kiirzerer Zeit moglich war. Dies steht eben-
falls mit dem Wachstumsverhalten der Zellen in Einklang, da der stabilisierende Effekt von
Glycerin bei dem Einsatz von Glucose und LB nicht zum Tragen kam und damit die starke
Zelllyse erklért. Der Unterschied des Wachstumsverhaltens von Rosetta R3-phY2 in Glucose
(Umax = 0.3 g/(gh)) und Glycerin (pmax = 0.32 g/(gh)) erklart sich mit der nachgewiesenen
Basalexpression bei Glucose als Kohlenstoffquelle (Kapitel 4.2.5), die sich in einer Redu-
zierung der Wachstumsrate aufgrund der Syntheseleistung fiir das Zielprodukt duBerte.

Die Regulation des Escherichia coli-Wildtyp lac-Promotors im Plasmid pAY130 ist im
Gegensatz zum lacUV5-Promotor kohlenstoffquellen- und wachstumsratenabhéngig.'”' Die
Kohlenstoffquellenabhédngigkeit der Regulation fiir den Wildtyp des lac-Promotors besteht in
der Hemmung der nichtinduzierten Basalexpression durch die Anwesenheit von Glucose im
Medium, die zusitzlich eine Verringerung der cAMP-Konzentration in den Zellen zur Folge
hat.'” Cyclisches Adenosinmonophosphat wirkt stimulierend auf eine durch das lac-Operon
kontrollierte Expression.'”* Bei der Herstellung des CB2R auf der Basis von Glycerin als
Kohlenstoffquelle konnte im Western Blot (Kapitel 4.1.2) kein Zielprotein nachgewiesen
werden. Dies steht im Gegensatz zur beschriebenen Kohlenstoffquellenabhéngigkeit der Pro-
motorregulation, da in diesem Fall sogar eine Basalexpression nachgewiesen werden

. 175
musste. 7

Allerdings kann dieser Effekt mit der oben genannten stabilisierenden Wirkung
von Glycerin auf die Membran und die damit verbundene Unterdriickung der Inkorporation
der Rezeptoren erkldrt werden. Die hohe Basalexpression stand mit der im Vergleich zu
Glucose (Umax = 0.5 g/(gh)) als Kohlenstoffquelle stark reduzierten maximalen spezifischen
Wachstumsrate (pmax = 0.27 g/(gh)) in Verbindung. Die IPTG-induzierte Expression zeigte
einen nur geringen Einfluss auf das Wachstumsverhalten, sodass damit ein weiterer Hinweis
auf eine hohe Basalexpression vorlag. Beide Effekte konnten nicht im Western Blot nachge-
wiesen werden. Der Grund dafiir lag in der Wirkung des Glycerins als Membranstabilisator,

sodass eine Expression des CB2R nur in /nclusion Bodies vorliegen konnte. Die Unter-

suchung mit dem Protokoll zur Analyse der biomassespezifischen CB2R-Konzentration ent-
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zog sich auch fiir die Analyse des NPY2R-Gehaltes der Zellen einer Anwendbarkeit (Kapitel
3.2.7, Expressionstests), da die Solubilisierung der /nclusion Bodies nicht effektiv war. Somit
konnte ein in Inclusion Bodies eingelagerter Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 ebenfalls nicht mit
der Western Blot-Analyse nachgewiesen werden.

Die wachstumsabhingige Regulation des lac-Operons, codiert auf dem Plasmid pAY130,
besteht im indirekt proportionalen Zusammenhang zwischen der spezifischen Wachstumsrate

und der Produktbildungsrate.'”"

Die Bestitigung findet sich im Vergleich der optimalen
Induktionszeit von 40 Stunden fiir die Kultivierung im Komplexmedium''® (jma = 1.3 g/(gh))
und von 10 Stunden fiir die Kultivierung in MSM-CB2 Glucose (Abbildung 24 bzw. Abbil-
dung 28) (umax = 0.5 g/(gh)). Eine wachstumsabhidngige Regulation des lac-Operons konnte
fiir die gesamten Aminosduremedien, auch fiir den Einsatz von Tryptophan als einzige Ami-
nosédure in MSM-CB2 Glucose, nicht bestétigt werden. Ungeachtet dessen, dass BL21-130 in
diesen Medientypen hohere Wachstumsraten aufwies als flir die Kultivierung in MSM-CB2
Glucose, wurde ein Shift der maximalen biomassespezifischen Produktkonzentration von
< 10 auf < 4 Stunden Induktionszeit nachgewiesen. Der Grund liegt in der Entkopplung der
Regulation der Produktbildungsrate von der Wachstumsrate durch das Angebot von produkt-
spezifischen Grundbausteinen. Es musste ein geringerer Teil der Aminosduresyntheseleistung
durch das Expressionssystem erbracht werden, sodass auch bei hohen Wachstumsraten eine
hohe Produktbildungsrate auftreten konnte. Dies ist ebenfalls zutreffend fiir den Einsatz von
Tryptophan als einzige Aminosdure in MSM-CB2 Glucose, da die Synthese eines Trypto-
phanmolekiils die Energie von 74 Phosphat-Bindungen bendtigt, wihrend die Synthese fiir
andere Aminoséduren in der Regel nur die Energie von etwa 10 bis 30 Phosphat-Bindungen

verbraucht.!”®

Diese hohen Energiekosten fiir die Synthese von Tryptophan erklart auch die
effiziente Aufnahme dieser Aminosdure durch die Synthese des Systems fiir den aktiven
Transport''’ aromatischer Aminosiuren (der Transporter ist das Genprodukt vom sogenannten
aroP-Gen).'”®

Fir den Verlust eines '"N-Atoms wihrend der '“N,-Tryptophan-Aufnahme und Inkorpo-
rierung in den Cannabinoid-Rezeptor sind zwei Ansdtze zur Erkldrung vorhanden. Die
unwahrscheinlichere Erkldrung bietet der Ansatz, dass das Enthalten von Tryptophan des
E. coli umgebenden Mediums in diesem Bakterium auch die Synthese der Tryptophanase
induziert,'*'">!'” die Tryptophan in Indol, ein fiir Escherichia coli toxisches Produkt'’® der

Umsetzung, Pyruvat und Ammoniak spaltet.'®

Die Synthese der Tryptophanase ist allerdings
auch an den Wildtyp lac-Promotor gebunden, der vor Induktion durch hohe Glucose- und

niedrige cAMP-Konzentrationen inhibiert wird. Weiterhin ist diese Induzierbarkeit bei nied-
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rigeren Temperaturen stark gemindert.'®

Der Ansatz, der zur Erkldrung des Verlustes eines
>N-Atoms im Tryptophan wesentlich wahrscheinlicher ist, beinhaltet die Wirksamkeit einer
Aminotransferase, deren Reaktionsprodukte keine Auswirkungen auf das Wachstum durch
eine Toxizitdt wie bei der Umsetzung durch die Tryptophanase zeigen. Die Wirkung der
E. coli-Aminotransferase (auch Transaminase) wire ein Austausch der a-Aminogruppe und
somit das Abtrennen des '“N-Labels.'®! Das Stickstoffisotop des Indolrings wire auch in

diesem Fall der massenspektrometrischen und der strukturellen Untersuchung mittels NMR

zuginglich.

5.2 Bewertung der Expressionsausbeuten der produzierten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren

Die in der Literatur zur Beurteilung der Expressionseffizienz genutzte kulturvolumenspezi-
fische Rezeptorkonzentration macht eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Expressions-
systeme erst moglich, da die sich unterscheidenden Messmethoden zur Bestimmung von
Biomassekonzentrationen von Prokaryonten und Eukaryonten keine Vergleichbarkeit her-
stellen. Zwar existieren Zusammenhinge zwischen Zellzahl (hdufige Bestimmungsmethode
bei Séduger- und Insektenzellen) und der Biotrocken- bzw. Biofeuchtmasse sowie der
optischen Dichte (hdufige Bestimmungsmethoden fiir Bakterien und Hefen), allerdings sind
die jeweiligen Korrelationen nicht in der Literatur bestimmt oder aufgefiihrt. Des Weiteren
fehlen haufig Wachstumskurven, die zumindest eine Abschitzung der biomassespezifischen
Rezeptorkonzentrationen zulieBen. Weiterhin kann fiir die zellfreie Expression keine Bio-
massemenge angegeben werden. Trotz dieses grolen Vorteils der kulturvolumenspezifischen
Produktkonzentration ist diese Bewertungsmethode kritisch zu betrachten, da die pro Liter
Medium hergestellte Rezeptormenge nur von der gebildeten Biomasse abhangt.

Aus diesen Griinden erfolgte die in Tabelle 16 dargestellte Beurteilung der erreichten bio-
massespezifischen Rezeptorkonzentration nur anhand von Rezeptoren, die in Escherichia coli
exprimiert wurden.

Fiir die in dieser Arbeit untersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnte gegentiber
den in der Literatur beschriebenen GPCRs eine betrichtliche Steigerung der biomassespezi-
fischen Produktkonzentrationen nachgewiesen werden. Eine weitere Steigerung ist die hoch-
effiziente Expression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in einer definierten Medienzu-
sammensetzung, die eine spezifische und unspezifische Isotopenmarkierung der Amino-

sdureprimérsequenz zuldsst.
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Tabelle 16: Zusammenfassung der erreichten biomassespezifischen Rezeptorkonzentrationen fiir den
CB2- und Y2-Rezeptor und Gegeniiberstellung mit erreichten Werten aus der Litera-
tur fiir die Expression in Escherichia coli. Die Kalkulation des theoretisch erreichbaren
Wertes fiir den NPY2R basiert auf der in Kapitel 4.2.7 bestimmten Steigerung durch die
Erhohung der Induktorkonzentration.

G-Protein-sekoppelter Biomassespezifische
gekopp Rezeptorausbeute  Funktionalitiit Bemerkung
Rezeptor
[ng/gl
Cannabinoid-Rezeptor . .
24 + M Imed
Typ 2 (human)d A inimalmedium
AZA-A((iﬁEE:::;)%gzeptor 15 + Komplexmedium
Neuropeptid
Y-Rezeptor Typ 2 800 - Minimalmedium
(human)dA
Neuropeptid theoretisch mit 20 %iger
Steigerung durch
Y-Rezeptor &yp 2 960 ) Induktion mit 2 mM
(human) IPTG
Neuroklnln-Rezelpltzor 250 i Komplexmedium

Typ 1 (human)

Im Vergleich der erreichten kulturvolumenspezifischen Produktkonzentrationen mit anderen
Expressionssystemen stellten sich beide Expressionsstrategien als absolut konkurrenzfihig
dar. Die Expression des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2 zeigte eine maximale Proteinkonzen-
tration von 2 mg funktionalem Protein/L Medium. Der Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 wies in
der experimentellen Untersuchung eine maximale kulturvolumenspezifische Proteinkonzen-
tration von 35 mg Protein/L Medium auf.

Eine weitere Steigerung der Rezeptorausbeute fiir den Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 ist in
Abbildung 53 dargestellt, die den theoretischen Verlauf von Biomasse, Base und Produkt fiir
die aus der Prozesssimulation bestimmten optimalen Parameter ausweist. Zur Steigerung der
kulturvolumenspezifischen Rezeptorkonzentration wurde eine Steigerung der Biomasse vor
Induktion in die Prozesssimulation mit einbezogen. Des Weiteren wurde die in Kapitel 4.2.7
beschriebene Erhohung der biomassespezifischen Rezeptorkonzentration durch die Erh6hung
der Induktorkonzentration in der Simulation angewendet. Es muss jedoch beachtet werden,
dass dieser bei einer Temperatur von 30°C bestimmte Effekt nicht zwangsldufig bei einer
hoheren Fermentationstemperatur zu einer 20 %igen Erh6hung fiihrt. Die aus dieser Prozess-
simulation erhaltene kulturvolumenspezifische Rezeptorausbeute erreicht nach 5 Stunden
Induktionszeit einen Wert von 48 mg NPY2R/L Medium. Es zeigte sich im Vergleich
(Tabelle 6) mit GPCRs exprimiert in Escherichia coli bzw. Hefen eine 5- bis 10-fache Steige-
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rung und im Vergleich mit GPCRs exprimiert in Insekten- bzw. Sdugerzellen eine 25- bis

100-fache Steigerung der kulturvolumenspezifischen Ausbeuten.

25 ' ' T ; ; 75

20 60
15- / -45
10- / / _30
e

. T T T
0 5 10 15 20

Fermentationszeit [h]

Proteinkonzentration [mg/L]

Biotrockenmassekonzentration [g/L]
verbrauchte Base [x 40 ml]

Abbildung 53: Darstellung des Simulationsergebnisses fiir eine Fermentationen zur Steigerung des
kulturvolumenspezifischen NPY2R-Gehaltes. Die Startparameter waren die der Fermen-
tation bei 38°C, pH 7.0 und p, = 0.14 g/(gh). Die Werte der Temperatur (38.3°C), des
pH-Wertes (6.77) und der gesetzten spezifischen Wachstumsrate (0.135 g/(gh)) nach
Induktion waren die aus der Prozesssimulation fiir alle durchgefiihrten Optimierungs-
fermentationen erhaltenen optimalen Werte. Die optische Dichte wurde durch das Feed-
profil auf 35 bei Induktion gesteigert. Eine 20 %ige Steigerung der biomassespezifischen
Proteinkonzentration durch Induktion mit 2 mM IPTG wurde angenommen. Gezeigt
sind die theoretischen Verliufe fiir Biomassekonzentration (schwarz), verbrauchte Base
(griin) und Produkt (rot).

5.3 Minimierung der Kosten fiir das einzusetzende Substrat zur Produktion des
Neuropeptid Y-Rezeptors Typ 2

Die benétigten Substrate zur Produktion von '*C-isotopenmarkierten Proteinen sind in der
Regel sehr kostenintensiv. Daher ist eine Beurteilung des Nutzen-Kosten-Verhéltnisses ein
weiterer wichtiger Faktor zur Bewertung der Prozessfiihrungsstrategie. Eine hohere gesetzte
spezifische Wachstumsrate nach Induktion, die bis zu s = 0.14 g/(gh) mit einer Steigerung
der kulturvolumenspezifischen Y2-Rezeptor-Ausbeute verbunden war, verursacht dement-
sprechend auch steigende Kosten mit der benétigten Substratmenge. Aus diesem Grund
erfolgte eine Beurteilung dieses Nutzen-Kosten-Verhéltnisses in Abbildung 54 anhand des
eingesetzten Glycerins und der daraus gebildeten Rezeptormenge.

Die Menge des bendtigten Glycerins G [g/L] wurde aus den entsprechenden Feedprofilen
beginnend 30 Minuten vor Induktion errechnet und auf ein Kulturvolumen von 1 Liter nor-
miert. Die Regression wurde mit einer quadratischen Gleichung vorgenommen. Die mathema-
tische Beschreibung der ermittelten Werte der kulturvolumenspezifischen NPY2R-Ausbeuten

Cvoisp [mg/L] in Abhéngigkeit von der gesetzten spezifischen Wachstumsrate wurde mit
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einem Polynom 4. Grades durchgefiihrt. Die Anpassung besall nur Giiltigkeit im dargestellten
Bereich. Weiterhin erfolgte die Anpassung ohne das Einbeziehen des Wertes der Rezeptor-
ausbeute bei der gesetzten spezifischen Wachstumsrate von pg = 0.12 g/(gh) nach Induktion.
Das Nutzen-Kosten-Verhéltnis Vyk [mg exprimierter Rezeptor/g eingesetztes Glycerin]

wurde mit der folgenden Gleichung ermittelt und ebenfalls in Abbildung 54 eingefiigt.

CVolsp
G

(24)

Vg =

Die Bestimmung des Verlaufes des Nutzen-Kosten-Verhiltnisses wies eine optimale gesetzte
spezifische Wachstumsrate fiir das Expressionssystem Rosetta R3-phY2 nach Induktion in
einem Bereich von 0.10 bis 0.11 g/(gh) aus. In diesem Bereich wurde ein maximales Nutzen-
Kosten-Verhiltnis von etwa 1.4 mg NPY2R produziert aus 1 g Glycerin erreicht, sodass
dieser Parameter fiir eine kostenorientierte Produktion in diesem Bereich gewéhlt werden

muss.

50 ! " 2 2.0

40 1.6

| |
30 ;s 1.2
20 0.8
_ N

10 0.4

Nutzen-Kosten-Verhiltnis
[mg NPY2R/g Glycerin]

0 . : : 0
0.10 0.12 0.14 0.16

Kulturvolumenspezifische NPY2R Ausbeute [mg/L] /
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Gesetzte spezifische Wachstumsrate nach Induktion [g/(gh)]

Abbildung 54: Darstellung des Zusammenhangs zwischen der kulturvolumenspezifisch eingesetzten
Glycerinmenge und der daraus produzierten Mengen des Neuropeptid Y-Rezeptors
Typ 2. Dargestellt sind die experimentell bestimmten kulturvolumenspezifischen Re-
zeptorausbeuten (schwarze Punkte) mit Angabe der in Kapitel 4.2.10 ermittelten Fehler
und der mathematisch ermittelte Fit (schwarze Linie, Polynom 4. Grades, der Wert fiir
Rt = 0.12 g/(gh) nicht mit einbezogen). Die kulturvolumenspezifisch normierten Mengen
des eingesetzten Glycerins (griine Punkte) wurden durch den Ansatz einer quadratischen
Gleichung (griine Linie) beschrieben. Das aus den Daten ermittelte Nutzen-Kosten-Ver-
héltnis (rote Punkte) wurde durch den Quotienten der erhaltenen Gleichungen der
Anpassungen fiir Glycerin- und Rezeptormenge nach Gleichung (24) funktionell be-
schrieben (Rote Linie). Die Darstellung besitzt nur im angegebenen Bereich Giiltigkeit.

Das Nutzen-Kosten-Verhiltnis fiir den Einsatz der markierten Stickstoffquellen Ammonium-
chlorid und Ammoniumsulfat bereits vom Beginn der Fermentation wurde unter der

Voraussetzung des Einsatzes von Glycerin als Kohlenstoffquelle und der Anwendung der
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optimalen Fermentationsparameter mit der Bildung von 2.33 mg NPY2R aus 1 g Stickstoff-
quelle ermittelt.

In einem Beispiel zur Produktion des humanen B,-Adrenergen Rezeptors im zellfreien Ex-
pressionssystem mit zwei Fusionsproteinen wurde jeweils eine Konzentration von 1.5 mM der
Aminoséuren im Reaktionsansatz verwendet.'”® Eine Umrechnung der benétigten Menge der
Aminosduren zur Produktion von 1 mg Zielprotein ergab einen Wert von 41.1 mg (Masse
aller Aminoséduren) bzw. ein Nutzen-Kosten-Verhéltnis von 24.2 mg trxA-B2AR-Go, aus 1 g
Aminosduren. Die Ausbeute des reinen f2AR betrdgt somit etwa 10.8 mg aus 1 g Amino-
sduren. Der Vergleich der erhaltenen Nutzen-Kosten-Verhiltnisse spricht natiirlich fiir den
Einsatz des zellfreien Expressionssystems zur Herstellung von G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren. Werden allerdings die aktuellen Preise fiir die jeweilige Kohlen- bzw. Stickstoffquelle
herangezogen und eine unspezifische Isotopenmarkierung angestrebt, ergibt sich folgendes
Bild: Die Herstellung des "*C-isotopenmarkierten NPY2R kostet 43 € pro mg Protein und die
"N-Isotopenmarkierung des NPY2R 7 € pro mg Protein. Unter der Annahme eines mittleren,
giinstig angesetzten Preises fiir *C-Aminoséduren von etwa 1000 € pro 100 mg AS und fiir
*N-Aminosiuren von etwa 100 € pro 100 mg AS werden Kosten zur C-Markierung des
B2AR von 926 € und zur "N-Markierung von 93 € pro mg Zielprotein verursacht. Wird
zusitzlich die benotigte Menge des zu untersuchenden Proteins fiir eine Analyse mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie von 150 pl der Konzentration 0.6 mM (ein Beispiel aus der Literatur)'™
betrachtet, bedeutet dies den Einsatz von etwa 4 mg Protein (4.2 mg B2AR bzw. 3.8 mg
NPY2R), sodass eine NMR-Probe aus der zellfreien Expression 3700 € (°C, 370 € fiir °N)
und aus Nutzung von E. coli als Expressionswirt 170 € (**C, 28 € fiir "°’N) kosten wiirde. Der
Vergleich des Preises fiir den selektiv an Tryptophanen (225 mg 600 €) isotopenmarkierten
Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 von 300 € pro mg Zielprotein weist eindeutig auf eine kosten-
orientierte Wahl des zellfreien Systems. Allerdings sind in diesem Zusammenhang die
Vorteile des Expressionssystems Escherichia coli herausragend, da es sich um einen aktiv
exprimierten GPCR und um die erzielte Konzentration des bereits gereinigten und rekonsti-
tuierten G-Protein-gekoppelten Rezeptors handelte. Weiterhin wurde auch nicht eine mog-
liche Reduktion des Substrates bei gleichbleibender Anzahl funktionaler Rezeptoren bzw. bei
gleichbleibender Markierungseffizienz untersucht. Diese Reduktionsmoglichkeit ist aus dem
Grund &duBlerst wahrscheinlich, da die reduzierte Glucoseaufnahmerate in der Fermentation
mit Einsatz des unmarkierten Tryptophans (Abbildung 26) fiir mindestens 20 Stunden nach
Zugabe und Induktion angehalten hat.
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5.4 Ubertragbarkeit der Expressionsmethodik auf andere G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren

Die kritische Beurteilung der Ubertragbarkeit der erzielten Ergebnisse auf andere zu produ-
zierende G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kann diese nur unter der Voraussetzung der
Schaffung und Nutzung eines absolut dquivalenten Plasmids (gleiche Codon Usage) zulassen.
Da dies eine beinahe unmdoglich zu realisierende Voraussetzung darstellt, ist es grundsétzlich
nicht mdglich, die ermittelten optimalen Prozessparameter auf die Expression von weiteren
GPCRs zu iibertragen. Die angewendeten Expressionsmethodiken allerdings, 1. die Kultivie-
rung in definierter Medienzusammensetzung, ii. die Expression als native Rezeptoren bzw.
inaktive Proteinaggregate und iii. die Optimierungsstrategien, konnen im Allgemeinen
iibertragen werden und fiihren auch bei anderen GPCRs zu einer maximierten Funktionalitét
bzw. zu einer maximierten biomassespezifischen Produktausbeute. Dies ist zusdtzlich an eine
weitere Voraussetzung gebunden. Die Funktionalitit der zu produzierenden GPCRs muss
unabhingig von posttranslationalen Modifikationen sein. Die Essentialitit von Disulfid-
briicken muss bei der aktiven Expressionsmethodik auf den eher extrazelluldren Teil des
Rezeptors beschrankt sein. Ein grundlegendes Problem an der Expression von G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren ist die Herstellung des Plasmids, das eine Produktion dieser Proteine
zuldsst. Vergleichende Untersuchungen zu dieser Thematik zeigten auch fiir andere Expres-
sionssysteme bei sonst gleichen Bedingungen (Vektor, Stamm und Vorgehensweise)
abhidngig vom Protein unterschiedliches Expressionsverhalten, wobei die exprimierten

Mengen in einem Bereich von nicht exprimiert bis zu sehr guter Expression reichten.’~>!%183

5.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Fermentationsmethoden fiir eine hocheffiziente und gegeniiber
anderen Systemen zeit- und kostensparende Expression von spezifisch und unspezifisch
isotopenmarkierten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in nativer und in Inclusion Bodies
eingelagerter Form erarbeitet. Die maximal nachgewiesenen kulturvolumenspezifischen
Rezeptorausbeuten lagen fiir den funktional exprimierten Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 bei
2 mg/L Medium und fiir den inaktiv exprimierten Neuropeptid Y-Rezeptor Typ 2 bei 35 mg/L
Medium. Die Fermentationsfiihrung wurde unter der Beriicksichtigung der maximalen Effi-
zienz (> 95 %) der Isotopenanreicherung im Zielprotein und dem maximalen Nutzen-Kosten-
Verhiltnis (gebildetes Protein/eingesetztem Substrat) optimiert. Die Prozessfiilhrung wurde

jeweils unter dem Gesichtspunkt der spezifischen Aminosduremarkierung und der unspezi-
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fischen Isotopenmarkierung aller im Protein enthaltenen Stickstoff- und Kohlenstoffatome
betrachtet. Eine Moglichkeit zur Anreicherung der Rezeptoren mit Deuterium wurde nicht in
dieser Arbeit untersucht. Die bisherige Nichtanwendbarkeit dieser Isotopenmarkierung in

107

tierischen Zellen ™ bestitigt allerdings erneut die Verwendung von Escherichia coli fiir die

Expression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
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Al Programm zur mathematischen Beschreibung der Messdaten der Fermentation zur

Herstellung eines spezifisch isotopenmarkierten Cannabinoid-Rezeptor Typ 2
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clear all, close all, clf

oo

oo

load "workspace CBZ all.mat'

% Cfflinedaten

Import der Messdaten der Fermentaticn

sharh =ofindex (1,1);

ende =ofindex(1,2);

T satoff(startiongsl p 8 EZoin

Glu =aglof (start:ende); % Glucosedaten

Btm =abtm({start:ende) ; % Biomassedaten

Brot =aprot (start:ende); % Prcoteindaten

index =find(Prot~=-1); % Finde mit Werten belegte Daten

o°

oe

Finlesen der Protein-Offlinedaten

Protein (index)=Prot(index); % Zuweisung der mit Werten belegten
% Procteindaten

% Onlinedaten

tF = ton; % Zelt

nkF = length (ton); % Lange des Zeitvektors

% Messdaten

Xoff e abtm; % [g/L] Biomasssemessdaten

Soff = Glu; $ [g/L] Substratmessdaten

% Ausbeutekceffizienten

Yxs = 0.397; % [g/qg) Ausbeutekoeffizient
% Glucose-Biomasse

YxsTryp = 0::52; % [g/q] Ausbeutekceffizient
% Glucose-Biomasse kel Tryptophan-
% aufnahme

% Wachstumsparameter (Monod-Kinetik)

T R TS S R S St T S S N S S R T S T PR NS S S

ol

simax =
simaxred =

oP oo oo

Glucoseverbrauchsrate
Glucoseverbrauchsrate

max. speZ.

max. speZ.

bei Reduktion der Temperatur
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simaxTrvplag = 0.22; % [g/gh] max. spez. Glucoseverbrauchsrate
% in der Lag-Phase kel Aufnahme von
% Tryptophan
simaxTryp = 0827 % [g/gh] max. spez. Glucoseverbrauchsrate
% bel Aufnahme von Tryptophan
Ks = Gwiy $ [g/L] MONOD-Kconstante fur Substratver-
% brauch
anmmax = 0.26; % [g/gh] max. spez. Stickstoffverbrauchsrate
ammmaxred = 0.053; % [g/gh] max. spez. Stickstcffverbrauchsrate
% reduziert durch KF
Karm = 0.0011; % [g/L] MONOD-Konstante fiur Stickstoffver-
% brauch
muredlLag = 0733 % [-] Wachstumseinschrankung durch Stick-
% stoffmangel in der Lag-Phase
muredT ES By % [-] Wacshtumseinschrankung durch Ab-

senken der Temperatur

% Parameter zur Bechreibung der Produktbildung

Pmax = 0.0020; % [g/L] Maximalwert des gekildeten
% Produktes

pimax = 0.00011; % [g/gh] maximale Produktbildungsrate

Tl = tind(1); % [h] Indukticnszeltpunkt

a = B2 3 [-] Wichtungsfaktor des Einflusses der
% Last des gebildeten Produktes fur
% die Zelle

Wiprod = 15000000; 5 [-] Wichtungsfaktor des Einflusses der
% Produktkildung auf das Zellwachstum

tlag = O 0F % [h] Lagzelt der Produktbildung

% Startbedingungen

S0 = Glu(l); % [g/L] Startglucocsekonzentration

X0 = HKobfi(l); % [g/L] Startbhicomassekonzentration

PO = 0505 $ [g/L] Startproduktkonzentration

AMMO = AMMoff (1); % [g/L] Startammoniumchloridkonzentration

=0 = EET1): 2 [h] Startzeitpunkt

tend = Tend(l}; % [h] Fndzeitpunkt

% Zeltinkremente

dt = (tend-t0)/(nF-1); % [h] Integraticonszeitschritt

T = fei % [h] Integrationsstartpunkt fur Zeit

% Startwerte der ZustandsgréBen

X (1) =S KO0y s [g/L] Startpunkt fur Bicmasse

S (1) = S0 $ [g/L] Startpunkt fir Glucose

P (1) = PO; $ [g/L] Startpunkt fir Produkt

AMMIL) = AMMO ; $ [g/L] Startpunkt fur Ammeniumchlorid

for i=2:nF; % Festlegung des Zeit-

% raumes
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t{i)= lal] vl % Zeltinkremente

amm = ammmax*AMM (1-1) / (Kamm+AM (1-1)) ; % Berechnung der spez.
% Ammoniumchloridver-
% brauchsrate (MONCD)

g = simax*S(i-1)/ (Ks+S(i-1)); % Berechnung der spez.
% Substratverbrauchs—
% rate (MONOD)

mu = Yre*si4P (i-1) *a/ ((X(1-1)) *dt) -pi*Wfprod*P (i-1) /X (i-1):
% Berechnung der spez.
% Wachstumsrate

if S(i-1)<=0; si=0.0;

end

if AMM(i-1)<=0; mu=0.0; amm=0.0;

aaa)

pi = 0;

if i»=1652

AMM (1652)=AMMoff (13) ; % Zugabezeltpunkt wvon
% Ammoniumchlorid

S(1652)=G1lu(l3); % Zugabezeltpunkt von
% Glucose

amm = ammmax *AMM (1-1) / (Kamm+AMM (1-1) ) ; % Berechnung der spez.
% Ammoniumchloridver-
% brauchsrate (MONCD)

S = simax*S(i-1)/ (Ks+S (i-1)); % Berechnung der spez.
% Substratverbrauchs-
% rate (MONOD)

ma = Yrs*si4P (i-1) *a/ ((X(1-1)) *dt) -pi*Wfprod*P (i-1) /X (i-1):
% Berechnung der spez.
% Wachstumsrate

if S(i-1)<=0; si=0.0;

et

if AMM(i-1)<=0; mu=0.0; amm=0.0;

end

pi = 0;

if t(i)>=5.5

mu = Yxs*si*muredLag+P (i-1) *a/ ((X (1-1))*dt) -pi*Wiprod*P(i-1)/X(i-1);
% Berechnung der spez.

end % Wachstumsrate in der
% Lag-Phase nach Stick-
% stoffmangel

if t(i)>=6.5

mu = Yre*si4P (1-1) *a/ ((X(1-1)) *dt) -pi*Wfprod*P (i-1) /X (i-1):

end % Berechnung der spez.
% Wachstumsrate nach
% Uberwundener Lag-
% Phase

if t(i)>=7.0

mu = Yxs*si*muredT+P (i-1) *a/ ((X(1-1))*dt) -pi*Wfprod*P (i-1)/X(i-1);

end % Berechnung der spez.
% Wachstumsrate bei
% Temperaturreduktion

if i>=2252
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AMM (2252)=AMMoff (18) ; % Zugabezeltpunkt von
% Armconiumchlorid

S(2252)=G1lu(l8); % Zugabezeltpunkt wvon
% Gluccose

amm = ammmaxred *AMM (1-1) / (Kamm+AMM (i-1)) ; % Berechnung der spez.
% Armmoniumchloridver-
% brauchsrate (MONQCD)
% durch KF

si = simax*simaxred*S(i-1)/ (Ks+S(i-1)); % Berechnung der spez.
% Substratverbrauchs-
% rate (MONOD) mit
% Reduktion durch Tem-
% peratur

mu = Yre*si4P (i-1) *a/ ((X(1-1)) *dt) -pi*Wfprod*P (i-1) /X (i-1):
% Berechnung der spez.
% Wachstumsrate

if S(i-1)<=0; si=0.0;

end

if AMM(i-1)<=0; rmu=0.0; amm=0.0;

end

pi=0;

if t(i)>=8.0

mu = YxsTryp*si*muredT+P(1-1)*a/ ((X(1-1))*dt)-pi*Wiprod*P(i-1)/X(1i-1);
end % Gleichbleiben der
spez. Wachstumsrate
in der Lag-Phase zur
Aufnahme von Trypto-
phan bei geringerer

o® o0 g0 o° o

Gluccseaufnahme
if t(i)>=8.5

si = simaxTryplag*simaxred*3 (1-1)/ (Ks+S(i-1)):
end % Verringerung der
spez. Gluccseauf-
nahmerate in der Lag-
Phase zur Aufnahme

o® oC oo o

von Tryptophan
if t(i)»>=9.0

i = simaxTryp*simaxzred*S (i-1)/ (Ks+S(i-1));
end % Berechnung der Glu-
coseaufnahmerate auf
der Grundlage eines
Ausbeutefaktors
Glucose/Tryptophan zu
Bicmasse

o% o° o°

o0 o

if t(i)>=Tind
pi = pimax* (1-({P(i-1)/Pmax))* (I-exp ((- (£t(i)-Tind))/tlag));
% Definition der spe-
% zifischen Produkt-
% bildung
mu = YxsTryp*si*muredT+P(i-1)*a/ ((X(i-1))*dt)-pi*Wiprod*P(i-1)/X(i-1);
et

if i>=3602

AMM (3602)=AMMoff (28) ; 7Zugabezeitpunkt wvon

2
Gl
2
6]

Armeoniumchlorid
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S(3602)=G1lu(28); Zugabezeltpunkt von
Gluccse

anm = ammmaxred *AMM (1-1) / (Karm+AMM (1-1) ) ; Berechnung der spez.
Ammoniumchloridver-

brauchsrate (MONOD)

ol of dO gf o o°

durch KF
if S(1-1)<=0; s5i=0.0;
e
if AMM(i-1)<=0; mu=0.0; amm=0.0;
end

mu = YxsTryp*si*muredT+P(i-1)*a/ ((X(i-1))*dt)-pi*Wiprod*P(i-1) /X (i-1);
Gleichbleiken der
spez. Wachstumsrate

ol

in der Lag-Phase zur
Aufnahme von Trypto-
phan hel geringerer
Glucoseaufnahme

o° o° o° oo oo

si = simaxTryp*simaxred*S(1i-1)/ (Ks+S(i-1)); Berechnung der Glu-
coseaufnahmerate auf
der Grundlage eines
Auskeutefaktors Glu-
cose/Tryptophan zu
Biomasse und der Re-

duktion der Tempera-

dP oP P dO of oP o0 oo

tur

pl =  pimax*(1-(P(i-1})/Pmax))*(l-exp((-(t(i)-Tind))/tlag)):

% Definition der spe-
% zifischen Produkt-
% bildung

end
e
end

% Berechnung der Biomassekonzentration

X (i) = X(i-1y + dt*mu*X (1-1);
% Berechnung der Armoniumkconzentration fur Limitation
AMM (1) e AMM (1-1) - dt*amm*¥ (1-1) ;

o°

Berechnung der Substratkonzentration

o0

P (1) . P(i-1) + dt*pi*X(i-1):
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A2 Programm zur mathematischen Beschreibung der Messdaten der Fermentation zur

Untersuchung des Einflusses von L-Tryptophan auf die CB2-Rezeptor-Ausbeuten und

-Funktionalitiit

Biotrockenmassekonzentration und

Abbildung 1 Anhang:

clear all,

Glucosekonzentration [g/L]

close all,

3 0 | | T T
O Biotrockenmassekonzentration ¥V Proteinkonzentration
O  Glucosekonzentration

25

Proteinkonzentration [mg/L]

Fermentationszeit [h]

Vergleich der Messdaten (Punkte) mit dem mathematisch erfassten Verlauf
(Linie) fiir Biomasse, Glucose und Produkt fiir das Expressionssystem BL.21-130
in der Fermentation zur Untersuchung des Einflusses von L-Tryptophan auf die
Ausbeute und Funktionalitit des Cannabinoid-Rezeptors Typ 2. Die Simulation
erfolgte in einem abgeschlossenen Bilanzierungsraum ohne Zu- und Abstrome.
Alle weiteren Parameter konnen im folgenden Programm nachvollzogen werden.

o
o
o
=

ol
ol
ol
ol
ol

o
o
o
=
=

ol
ol
ol
ol
ol

0
0
0
o
o

Mathematische Beschreibung der Fermentation zur
Untersuchung des Einflusses von L-Tryptophan
auf die Ausbeute und Funktionalitit des
Cannabinoid-Rezeptors Typ 2

ol
ol
ol
ol
ol

0
0
0
o
o

ol
ol
ol
!
ol

o
o
o
©
©

ch
o
o
=
=

o
o
o
©
©

ch
o
o
=
=

o
o
o
©
©

ch
o
o
=
=

o
o
o
=3

ol
ol
ol
ol

bt

Import der Messdaten der Fermentation

load ‘'workspace CB2 unmarkiert all.mat'’

% Offlinedaten

start =ofindex (1,1);

ende =ofindex (1,2);

Tim =atoff (start:ende); % Zelt

Glu =aglof (start:ende); % Glucosedaten

Btm =abtm(start:ende) ; % Biomassedaten

Prot =aprot (start:ende): % Proteindaten

index =find (Prot~=-1); % Finde mit Werten belegte Daten

Protein (index) =Prot(index); %

Einlesen der Protein-Offlinedaten

uwelsung der mit Werten belegten

Z
Proteindaten
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% Onlinedaten

tE = ton;
nfF = length (ton);

% Messdaten

4
bl
&)
I

0.39724;

YxsTryp = D255

% Wachstumsparameter (Monod-
Y S P S T

ol

simax = 1.1771;
simaxred = 0.4;
simaxTryplag = 0.22;
simaxTrvp = 062
Ks = 0.2;
anumax = 0.26;
anrmaxred = 0.053;
Karm = 0.0011;
muredlLag = 0.73;
muredT = 0.7;

% Parameter zur Bechreibung
o

Priax = 0.0010;
pimax = 0.00011;
Tind = tind(1);
a = (S
Wfprod = 15000000;
tlag = 0.0;

o

% Startbedingungen

& Zelt
% Lange des Zeltvektors

brauch

[ Wachstumseinschrankung durch Stick-
stoffmangel in der Lag-Phase

[-] Wacshtumseinschrankung durch Ab-
senken der Temperatur

% [g/L] Biomasssemessdaten

$ [g/L] Substratmessdaten

$ [a/q] Ausbeutekoeffizient

% Glucose-Biomasse

% [g/qg] Ausbeutekcoeffizient

% Glucose-Biomasse kel Tryptophan-

% aufnahme

Kinetik)

% [g/ghl max. spez. Glucocseverbrauchsrate

% [g/gh] max. spez. Glucoseverbrauchsrate

% bel Reduktion der Temperatur

% [g/ghl max. spez. Glucoseverbrauchsrate

% in der Lag-Phase bei Aufnahme von
% Tryptophan

$ [g/gh] max. spez. Glucoseverbrauchsrate

% bei Aufnahme von Tryptophan

$ [g/L] MONOD-Konstante fiur Substratver-

% brauch

% [g/gh] max. spez. Stickstoffverbrauchsrate
$ [g/gh] max. spez. Stickstoffverbrauchsrate
% reduziert durch KF

% [g/L] MONOD-Keonstante fur Stickstoffver-
%

%

%

%

der Produkthbildung

[g/L] Maximalwert des gekildeten
Produktes
[g/gh] maximale Produktbhildungsrate
[h] Indukticnszeitpunkt
]

Wichtungsfaktor des Einflusses der

Last des gebildeten Produktes fiir

die zZelle

[=] Wichtungsfaktor des Einflusses der
Produktkildung auf das Zellwachstum

[h] Lagzeit der Produktbildung

o° ol o° b OO SO0 IO o° oP oo

137
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S0 = Glu(l); % [g/L]
X0 = Xoff(l); % [g/L]
PO = 0.0; % [g/L]
AMMO = AMMoff (1); % [g/L]
0 = tE(1): % [h]
tend = Tend(1l); % [h]

% Zeitinkremente

dt = (tend-t0)/(nF-1); % [h]

& (1) = £0; % [h]

X(L) = XO; % [g/L]
S(1) = S0; % [g/L]
P (1) = PO; % [g/L]
AMM (1) = AMMO ; $ [g/L]

for i=2:2851;

t(i)= t(i-1)+dt;

amm = ammmax *AMM (1-1) / (Karmm+AMM (1-1) ) ;

si = simax*S(i-1)/ (Ks+S(i-1));

mu = Yrs*si+P (1-1)*a/ ((X(i-1) ) *dt)-pi*Wfprod*

if S(i-1)<=0; si=0.0;

end
if AMM(i-1)<=0; mu=0.0; amm=0.0;
end
pi = 0;
if i>=1501

AMM (1651)=AMMcff (11) ;

S(1502)=G1lu(l2);

amm =

si =

ammmax*AMM (1-1) / (Kamm+AM (1-1) ) ;

gimax*simaxred*s(i-1)/ (Ks+S(i-1));

138

Startgluccsekonzentration
Startbiomassekonzentration
Startproduktkonzentration
Startammeniumchloridkonzentration
Startzeitpunkt

Fndzeitpunkt

Integraticnszeitschritt
Integrationsstartpunkt fir Zeit

Startpunkt fiir Bicmasse
Startpunkt fir Glucose
Startpunkt fur Produkt
Startpunkt fur Ammconiumchlorid

% Festlegung des Zeit-
% raumes

oP

Zeitinkremente

Berechnung der spez.
Ammeoniumchloridver-
brauchsrate (MONOD)
Berechnung der spez.
Substratverbrauchs-
rate (MONOD)
(1-1) /X (i-1);
Berechnung der spez.

c® oC o0 o od o

B
[
%
o
5

Wachstumsrate

Definition der spe-
zifischen Produkt-

oP  do oo

bildung

Zugabezeitpunkt von
Ammeoniumchlorid
7ugabezeitpunkt von
Glucose

Berechnung der spez.
Arameniumchloridver—
brauchsrate (MONOD)
Berechnung der spez.

o0 ol ol of o® o® oo oo
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% Substratverbrauchs-—
% rate (MONOD)

mu = Yxs*si+P (1-1)*a/ ((X(1-1))*dt) -pi*Wiprod*P (i-1)/X(1i-1);
% Berechnung der spez.
% Wachstumsrate

pi = pimax* (1-(P(i-1)/Pmax) ) * (l-exp ( (- (L{(1)-Tind))/tlaqg)):
% Definition der spe-
% zifischen Produkt-
% bildung

if Sel=lrie=0s =li=0.0;

end

1f AMM(i-1)<=0; mu=0.0; amm=0.0;

erd

pi = 0

if £(l)>=5.5

mu = Yxs*si*muredLag+P (i-1) *a/ ((¥X (i-1))*dt) -pi*Wiprod*P (i-1) /X (i-1);
% Berechnung der spez.
% Wachstumsrate in der
% Lag-Phase nach Stick-
% stoffmangel

s1 = simax*simaxred*Sti-1)/ (Ks+3(i-1)); % Berechnung der spez.
% Substratverbrauchs-
% rate (MONOD) mit
% Reduktion durch Tem-
% peratur

pi = pimax* (1-(P(i-1)/Pmax) ) * (l-exp ((-(L(1)-Tind))/tlaqg)):;

end %

if t{i)=>=6.0
simax*simaxred*S(i-1)/ (Ks+S(i-1));

si

=]

o
]
2
o

o® o0 o0 o o

Definition der spe-
zifischen Produkt-
bildung

Berechnung der spez.
Substeatverbrandhs=
(MONOD)
Reduktion durch Tem-
peratur

rate mit

mu = Yxs*si/simaxred*muredT+P(i-1)*a/ ((X(1i-1))*dt)-pi*Wfprod*P(1i-1)/X(1-1);

Saaa)

if t£(i1)>=7.0

mu

si

end

e

T

e oo oo

Berechnung der spez.

Wachstumsrate nach
iberwundener Lag-
Phase

YrsTryp*si*muredT+P (i-1)*a/ ((X(i-1))*dt) -pi*Wiprod*P(i-1) /X (i-1);

simaxTryplag*simaxred*S (1-1)/ (Ks+S(i-1)

P o0 g0 od o0 o0

e oo oo of oP

Gleichbleiben der
spez. Wachstumsrate
in der Lag-Phase zur
Aufnahme von Trypto-
phan bhei geringerer

Gluccseaufnahme

Verringerung der
spez. Gluccseauf-
nahmerate in der Lag-
Phase zur Aufnahme

ven Tryptophan
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if t£(i1)>=7.5

mu = YxsTryp*si*muredT+P(1-1)*a/ ((X(1-1))*dt)-pi*Wfprod*P(i-1)/X(1i-1);

51 = simaxTryp*simaxred*S(i-1)/ (Ks+3 (i-1)):

e
end

% Berechnung der Biomassekconzentration

AMM (1) = AMM (1-1) - dt*amm*X (1-1) ;

% Berechnung der Substratkonzentration

S (1) = Sel=1y = dt*si*¥X(1~-1):
% Berechnung der Proteinkonzentration
P (1) = P(i-1) + dt*pi*X(i-1):

o° o

P O° 0 of of oP OO0 OO IO o° o0 oo

Gleichbleiben der
spez. Wachstumsrate
in der Lag-Phase zur
Aufnahme von Trypto-
phan bel geringerer
Glucoseaufnahme
Berechnung der Glu-
coseaufnahmerate auf
der Grundlage eines
Auskbeutefaktors Glu-
cose/Tryptophan zu
Biomasse und der Re-
duktion der Tempera-
tur
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A3 Programm zur mathematischen Beschreibung der Messdaten der Fermentationen
zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur, des pH-Wertes und der gesetzten
spezifischen Wachstumsrate nach Induktion auf die NPY2R-Ausbeuten

16 4T nl T
I /}\ IR |
12 77)1 / 30

20

-
EN

40

m f( v |
12 : j7 : g L30

0+

16

\
\

Proteinkonzentration [mg/L]

T,
T

\
\

1.5 15.0 225

16 400

vl fn\u |

Biotrockenmassekonzentration [g/L], verbrauchte Base [x 40 ml]

>
I

Fermentationszeit [h]

Abbildung 2 Anhang: Darstellung der Simulationsergebnisse fiir die Fermentationen zur Untersuchung
der Abhingigkeit des Expressionslevels des NPY2R vom pH-Wert (I. pH 6.0,
I1. pH 6.5, I11. pH 7.5, IV. pH 8.0) und der eingestellten spezifischen Wachstums-
rate (V. 0.10 g/(gh), VI. 0.12 g/(gh), VII. 0.16 g/(gh)) nach Induktion bei 38°C.
Gezeigt sind die Verlidufe fiir Biomasse (Schwarz, Punkte - MD, Linie - Sim),
verbrauchte Base (Griin - MD, Helles Griin - Sim) und Produkt (Rot, Punkte -
MD, Linie - Sim). Die spezifische Wachstumsrate wurde fiir die Fermentationen
mit Anderung des pH-Wertes auf einen Wert von 0.14 g/(gh) und der pH-Wert
fiir die Fermentationen mit Anderung der Wachstumsrate auf 7.0 festgelegt.
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ear all, close all, clf

Tmport der Messdaten der einzelnen Fermentationen

ad '"workspace NPYZ2R all.mat'

Wahl der zu simulierenden Fermentation

r SelExp=3:18;

Definition der Laufparamter und Zuweisung der Offlinedaten

start = ofindex (SelExp, 1) ; % [-] Laufparameter Anfang

ende = cofindex (SelExp, 2) ; % [-] Laufparameter Ende

Tilm = atoff (start:ende); % [h] Einlesen der Offlinezeit

Soff ES aglof (start:ende); % [g/kgl Finlesen der Substratdaten

Xoff = abtm{start:ende); $ [g/kgl Finlesen der BTMdaten

Prot = aprot (start:ende); $ [mg/kg] Einlesen der Proteindaten

index = find (Prot~=-1); g [-] Festlegung der Proteindaten
% mit Inhalt

Einlesen der Protein-Offlinedaten

shtarton = cnindex (SelExp, 1) ; % [-] Laufparameter Anfang
endeon = cnindex (SelExp, 2) ; % [-] Laufparameter Ende
TON = aton{starton:endeon) ; % [h] FEinlesen der Onlinezeit
Welg = awel (starton:endecn) ; % [kagl Einlesen des Gesamtgewichts
Feed =S afee(starton:endeon) ; % [kg/h] Finlesen des Feeds
AAMM = aamm{starton:endeon) ; % [g] Finlesen der Basedaten
AARCID = gacidiistartornrendoon) 3 % [g] Finlesen der Siuredaten
ACID = AACTID/1000; % [kgl Unwandlung Sduredaten in kg
BASE = AAMM/ 1000 ; % [kgl Unwandlung Basedaten in kg
% Feed
15 e ot % [h] Zuweisung der Onlinezeit auf

% Vektor zugehsorig zum Feed
Ft = Feed; % Vektorneubelegung fur Feed
nkF £ length (Ft): E Lange des Feedvektors

% Ausbeutekceffizienten

142



Anhang 143

Yxs = 0.416; % [g/g]l Rusbeutekoeffizient Glycerin
Ypx = 0.45; % [g/qg) Ausbeutekoeffizient Produkt-BTM
YBX = 5 % [g/g] Ausbeutekoeffizient Base-BTM

% vor Induktion
Vi = B2 % [g/g] Ausbeutekoeffizient Base-BTM

% nach Induktion
Ybhp = 0.007; % [g/g] Rusbeutekoeffizient Base-Prod.
Ybppi = 0.65; % [g/qg] Baseverbrauch bedingt durch die

Produkthildungsrate

% Wachstumsparameter (Monod-Kinetik)

[g/gh] max.spez. Substrataufnahmerate
[g/kg] MONOD-Konstante

o¢ o

% Parameter zur Bechreibung der Produktkildung

bildungsrate auf das Wachstum
(Tind+1.5)

Pmax = 185 % [mg/kg]l mazimales Produkt bel 37°C

pimax = 1.8; % [g/gh] maximale Produktbildungsrate

Tl = tind (SelExp,1); % [h] Indukticnszeitpunkt

al = 17 % [-] Wichtung der spezifischen Wachs-
% tumsrate (Tind)

o = Tig % [-] Wichtung des gebildeten Produkts
% auf das Wachstum (Tind)

o0 = 100; % [-] Wichtung der spez. Produkthil-
% dungsrate auf das Wachstum (Tind)

d = L, OB % [-] Wichtung der spezifischen Wachs-
% tumsrate (Tind+1.5)

e = 1: % [-] Wichtung des gebildeten Produkts
% auf das Wachstum (Tind+1.5)

£ = 120; % [-] Wichtung der spez. Produkt-

oo

Parameter der Wichtung des Temperatureinflusses auf die Procduktbildung

oo

TEMPAI = TEMP (SelExp, 1) % [°C] Einlesen der Temperatur nach
% Induktion

WEO = 0.58471; & [-]

TG = A8.2005858; % [°C] optimale Temperatur

AWE = 242591 55 % [-]

wl = 2.17002; g [°C]

w2 = 0.1863; % [°C]

w3 = 1.57374; % [°C]

% Wichtungsfunktion des Temperatureinflusses auf die Produktbildung

WE = WE0 + AWE* (1/ (1+exp ((TEMPAI-TC+wW1./2)/ (-w2))))*
(1 - 1/ (1+exp ((TEMPAI-TC-wl1l/2)/ (-w3)))):

% Parameter der Wichtung des Temperatureinflusses auf das Wachstum

mu0 = 0L 51893 s [-]
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Tc = 38.25262; % ["C] optimale Temperatur
W = 5.49134; $ [°C]

A =  3.60879; % [°C]

PTIT = 3.1415926535897; % [-] die Zahl Pi

Q

% Wichtungsfunktion des Temperatureinflusses auf das Wachstum

muT mul + (A/ (w¥sqrt(PII/2)) ) *exp(-2% ( (TEMPAI-Tc)/w) ."2);

% Wichtung der Produktsynthese auf das Wachstum

Wisyn = 1000*WL;

Parameter der Wichtung des Einflusses der gesetzten spezifischen

o° oo

Wachstumsrate auf die Produktbildung

oo

musetmax= 0.13506; % [g/gh] optimale Wachstumsrate
MAXmu 0.076125; % [-]

Tmu = 0.06222; 3 [-]

munuset = 1+:35255; % [-]

muset - MUSET (SelExp, 1) ; % [g/gh] Einlesen der gesetzten spez.

o

Wachstumsrate nach Induktion

% Wichtungsfunktion des Feedeinflusses auf die Produktbildung

ol

Wimu = MAXmu*Z*sqrt (mumuset) *exp (gammaln (27 (1. /mumuset) - 1))/
(PIT*Wmu*exp (gammaln (mumuset - 0.5)))*
(1. + 4.%(2~(1./mumuset) - 1)/

W~ 2* (muset - musetmax) ~2) ~ (-mumuset) ;

% Parameter der Wichtung des pH-Werteinflusses auf die Produktkildung

WpHO = 0.0; s [-]

pHopt = 6.77512; % [pH-Einheiten] optimaler pH-Wert

W = 0.65181; % [-]

MAK = Ly % [-]

rh = PH(SelExp,1); % [pH-Einheiten] Einlesen des pH-Wertes

nach Induktion

% Wichtungsfunktion des pH-Einflusses auf die Produktkildung

WpHO + MAX*exp (-0.5*% ( (ph-pHopt) /w) ~2) ;

30 £ Soff(l); % [g/kg] Startsubstratkonzentration
®0 = Xoff(1); % [g/kg] Starthiomassekonzentration
Wo e Weig(l); % [kg] Startreaktionsmasse

PO = 0.0;

t0 = tF (1) ; % [h] Startzeitpunkt der Ferm.
tend £ Tend (SelExp, 1) % [h] Endzeitpunkt der Ferm.

St = 400.00; % [g/kqg] Substratkonzentration Feed
Fsample = 0.00; % [kg/hl] Probenahme vernachlassigt
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Fevap = 0.00; [kg/h] Evaporaticnsrate vernach-

ole o

lassigt

Wichtungsfaktor zur Anderung der Lag-Phase der Produktbildung in
Abhangigkelit von der Temperatur

tlag = 5/WE; s [-]

feliin} B (tend-t0) / (nF-1); % [h] Integraticnszeitschritt

t (1) = t0; % [h] Integrationsstartpunkt fur
% Zeit

% Startwerte der Zustandsgralien

X (1) £ XO0; % [g/kqg] Integraticnsstartpunkt fiir
% Bicmasse

SHEL) = S0; % [g/kg] Integraticnsstartpunkt fir
% Substrat

Wl b WO ; % [kagl Integraticonsstartpunkt fir
% Reakticonsmasse

Base (1) = 0.0; % [qg] Startwert fiur Base

BeAd (1) = Ok @28 % [qg] Startwert flur Siaure

Fs (1) = FL(1): % [kg/h] Startwert flur Substratfeed

Fn(l) b e O % [kg/h] Startwert flur Nettofeed

P (1) = PO;

% Losung der Differebtialgleichung fur die Batchphase

for i=Z:round(nF* ({Tind-1.5)/tend)) % Festlegung des Zeiraumes des Batches

it (1= t{i-1)+dt; Laufschleife fur den Integrations-

zeitschritt

si = simax*S (i-1)/ (Ks+S(1i-1)): % Berechnung der spez. Substratver-
% brauchsrate nach MONOD

pi=0; % spez. Produktbildungsrate
% Def. der spez. Wachstumsrate

mu = Yrs*¥si+P (1-1)/ ((X(i-1}))*dt)-pi*P(i-1)/X(1-1);

if S(i-1)<=0; £i=0.0; mu=0; end % Randbedingung

Baseverbrauch in Abhanigkelt der Bilomasse definiert (unterschiedlich
aufgrund des Durchlaufens unterschiedlicher Deadbands in der pH-Regelung

if X(i-1)>0.30;

Base (1) = Base (i-1)+YBX*dt*mu*X (i-1)*W(i-1)/1000+Ybp*P (i-1)*W(i-1)/1000+
Yhppl/WE*dt*pi*X(i-1)*W(i-1) /1000;

if SelbExp<ls

if X(i-1)>1

Base (1) = Base (1-1) +¥YBX*dt*mu*X (i-1) *W(i-1)/1000+Ybp*P (1-1)*W(i-1)/1000+
Yhppl/WErdt*pi*X(1-1)*W(i-1)/1000;

end

if SelExp<le

if X(i-1)>0.30
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Base (i) = Base (1-1) +¥YBX*dt*mu*¥ (1i-1)*W(i-1)/1000+Ybp*P (i-1)*W(i-1)/1000+
Yhppl /Wi dt*pi*X (1-1)*W(i-1) /1000;

if SelExp<l0

if X(i-1)»1

Base (i) = Base (1-1)+Y¥BX*dt*mu*X (i-1)*W(i-1)/1000+Ybp*P (i-1)*W(1i-1)/1000+
Yhppl /Wi dt*pi*X (1-1)*W(i-1) /1000;

end

if SelExp<g

if X(i-1)>0.30;

Base (i) = Base (1-1)+¥BX*dt*mu*X (i-1) *W(i-1)/1000+Yop*P (i-1)*W(1i-1)/1000+
Yhppl/WE*dt*pi*X(i-1)*W(i-1)/1000;

end

end

and

end

e

end

end

% Subatratfeed

sl
0
I
o,
o
Il
g
@]
i
o
=

Fni{i) = Fs(i) + (BASE(i}) + (Acid(i)) - Fevap:

oe

X (1) = X(i-1) + dt*mu*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*S(i-1)*¥Yxrs -
de* (Fn (i) /W(i)) *S(i-1);

% Berechnung der Substratkconzentration

S (1) = S{i-1) - dt*si*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*Sf -
dt* (Fn (i) /Ww(i))*s(i-1);

% Berechnung der Proteinkonzentration

Loésung der Differebtialgleichung fir die Feedphase bis 30 Minuten vor
Induktion

P oo

oo

Festlegung des Zeitraumes der
Feedphase bkis 30 Minuten wvor
Induktion

for i=round(nF*({(Tind-1.5)/tend)) :round (nF* ((Tind-0.5)/tend))

¢ o¢ o



Anhang 147

fe(da)e= t(i-1)+dt; % Laufschleife fir den Integrations-
% zeltschritt
= Ft(i)/1000; % Zuwelsung des aktuellen Feedstromes
si = simax*3(1-1)/ (Ks+5(1-1)); % Berechnung der spez. Substratver-

brauchsrate nach MONOD

if S(i-1)<=0, si=0.0; end % Randbedingung
% Berechnung der spez. Wachstumsrate
my = Yxs*si+4P (1-1)/ ((X(i-1))*dt)-pi*P(i-1)/X(i-1);
pi = 0; Randbedingung
WEMU = 1; Festlegung des Feedeinflusses auf

die Produktbildung bei uset=0.14g/gh
Finbeziehung des Feedeinflusses auf

g0 d° do ge

if muset~=-1
WEMU=WErm;
and

die Produktbildung wenn pset nicht
gleich 0.14g/gh

e

% Baseverbrauch

Base (1) = Base (1-1) +¥BX*dt*mu*X (1-1)*W(i-1)/1000 +
Yop*P (1-1)*W(i-1) /1000 + Ybppi/Wi*dt*pi*X(i-1)*W(i-1)/1000;

Fs (i) = Ft(i)/1000;
% Saure
Acid(i) = ACID(i);

Fnti) = Fs(i) + (BASE(i)-BASE(i-1)) + (Acid(i)-Acid(i-1)) - Fevap:

X (1) = X(i-1) + db*mu*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*S(i-1)*Yxrs -
de* (Fn (i) /W{i)) *X(1-1);

% Berechnung der Substratkconzentration

S (i = S{i-1) - dt*si*X(i-1) - dt*pi*WE*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*Sf -
dt* (Fn(i)/W(i))*s(i-1);

% Berechnung der Proteinkonzentration

P (1) = 0F
end
% Losung der Differentialgleichung in der Feedphase - Parameteranderung

% Festlegung des Zeltraumes der

Feedphase bis zur Induktion
for i=round(nF* ((Tind-0.5)/tend)) :round (nF* ( (Tind) /tend))

Bl = Bl ey % Laufschleife fir den Integrations-
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% zeitschiritt
F = Ft(i)/1000; % Zuwelsung des aktuellen Feedstromes
% Berechnung der spez. Substratver-
% brauchsrate nach MONOD unter Einbe-
% zlehung der maximalen Wachstumsrate
% abhingig von der Temperatur
si = simax/muT*S (1-1)/ (Ks+S (i-1));
if S(i-1)<=0, si=0.0; end % Randbedingung
% Berechnung der spez. Wachstumsrate
mu = Yrs*si+P (1-1)/ ((X(i-1))*dt)-pi*P (i-1)/X(i-1);
pi = 0; % Berechnung der spez. Produkthild-
% ungsrate
% Baseverbrauch
Base (1) = Base (1-1) +¥BX*dt*mu*muT*¥ (i-1)*W(i-1)/1000 +

Yhp*P (i-1)*W(i-1)/1000 + Ybppi/WExdt pi*X (i-1)*W(i-1)/1000;

if ph=d % Einfluss des eingestellten pH-Wertes
pHdiff=7-ph; % auf den Baseverbrauch

Base (1)=Base((round (nF* ( (Tind-0.5) /tend)))-1);

end

if ph>7 % Einfluss des eingestellten pH-Wertes
pHdiff=ph-7; % auf den Baseverbrauch

pHshift=225; % benttigte Base fur pH-Znderung

Base (1) = Base(1-1)+pHdiff*dt*pHshift/1000 +

YR At mu*muT*X (i-1) *W(i-1) /1000 + Ybp*P(i-1)*W(i-1)/1000 +
Yoppl/WE*dt*pi*X (1-1)*W(i-1) /1000;
end

% Subatratfeed

bl
0
o
o
=
Il
T
@
=
o)
.

Fn(i) = Fs(i) + (BASE(i)-BASE(i-1)) + (Acid(i)-Acid(i-1)) - Fevap;

X (1) = X(i-1) + dt*mu*X(i-1) + dt*(Fs(1)/W(1))*S(i-1)*TYxs -
dt* (Fn (1) /W(i))*X(i-1);

% Berechnung der Substratkonzentration

oo

S(i-1) - dt*si*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*Sf -
de* (Fn (i) /W{i)) *35(i-1);

&)
[
Il

oo

Berechnung der Proteinkconzentration

oo
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and

% Losung der Differentialgleichung ab

for i=rcund(nF* ({(Tind)/tend)) :round(nF
(= Tli=1)4dt; %
F = Ft(i)/1000; %
g1 = simax/muT*38 (1-1) / (Ks+S (i-1));
if S(i-1)<=0, si=0.0; end %
a(round (nF* ({Tind)/tend) ))=a0; %
b ({round (nF* { {(Tind)/tend) ))=b0; %
c(round (nF* ({Tind)/tend) ))=c0; %
a(iy = a0-({ta0-d)/ (round (nF*{ (Tind+1.
(i-round (nF*{ (Tind) /tend)) ) ;
b(iy = bO-{(k0-e)/ (round (nF*{ (Tind+1.
(i-round (nF*{ (Tind) /tend)) ) ;
c(i) = cO0+{(cO-f)/ (round(nF*( (Tind+1.
{i-round (nF* ( (Tind) /tend)) ) ;
WPH=1; %
if ph<? %
WPH=Wph:; %
e
if ph>7 %
WPH=Wph; %
end
mu = Yxs*si*WPH*a (1 {

(WEsyn*muT) *P (1-1) /X (1-1);

WEMU = 1; %
if muset~=-1 %
WEMU=WEfmu; %
end %
%
%

o+

pi=pimax* (1-(P(i-1)/ (Pmax*WL*WFMU) ) )
if ph>T

{

oR

o

pi=pimax* (1-(P (i-1)/ (Pmax*Wf*Wph*WFMU)
end

Induktion bis + 1.5 h nach Induktion

Festlegung des Zeitraumes der Feed-
phase wvon Induktion bkis 1.5 h nach
Induktion fiir Festlegung des Produkt-
einflusses auf das Wachstum
*((Tind+1.5) /tend))

Laufschleife fiur den Integrationszeit
sehritl

Zuwelsung des aktuellen Feedstromes
Berechnung der spez. Substratver-
brauchsrate nach MONOD unter Einbe-
ziehung der maximalen Wachstumsrate

abhingig von der Temperatur

Randbedingung

Zuwelisung des Startwertes

Zuweisung des Startwertes

Zuweisung des Startwertes

Anderung der Einflilsse von spez.
Wachstumsrate, gebildetem Produkt und
Produkthbildung auf Bicmasseverlauf
5)/tend))-round (nF* ((Tind)/tend))) ) *

5) /tend) ) —round (nF* ( (Tind) /tend)) ) ) *
5) /tend) ) -round (nF* ((Tind) /tend))) ) *
Festlegung des pH-Werteinflusses auf
die Produktbhildung bei pH=7.0

Einkezichung des pH-Werteinflusses
auf die Produkthkildung

Einkezichung des pH-Werteinflusses
auf die Produktbhildung

Definition der spez. Wachstumsrate
unter Beriicksichtigung der Parameter-
anderungen

J+P(1-1) *b (1) / (WEsyn*muT) / ((X(1-1) ) *dt)-pi*c (i) /

Festlegung des Feedeinflusses auf
die Produktbildung bei pset=0.14g/gh
Finbeziehung des Feedeinflusses auf
die Produkthbildung wenn pset nicht
gleich 0.14g/gh

Definition der spez. Produktbildungs-
rate
l-exp((-(C(1)-Tind))/tlaqg)):

Definition der spez. Produktbildungs-
rate fUr veranderten pH-Wert
)} ¥ (1-exp ((-(CL(1)-Tind))/tlaqg) )

149
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if ph<7 % Definition der spez. Produktkildungs-
% rate fur veranderten pH-Wert

pi=pimax* (1-(P(i-1)/ (Pmax*Wi*Wph*WFMU) ) ) * (1-exp ((- (L (1)-Tind) )/ tlaqg)) ;

end

if ph>7 % Anderung der Wichtungsfakteoren fur

Ybhx = 0.2/Wph/ (1*pHAifL) ; % das Wachstum aufgrund des verianderten

Ybp = 0.007/Wph/ (1*pHdiff) ; % pH-Wertes

Yhppi = 0.865/Wph/ (500*pHdifL) ;

end

if ph<7 % Anderung der Wichtungsfaktoren fur

Thx = 0.2*Wph*2*pHdiff; % das Wachstum aufgrund des veranderten

Thp = 0.007*Wph*0.2*pHdiff:; % pH-Wertes

Yhppi = 0.65*Wph*2*pHdiff;

end

% Baseverbrauch

Base (1) = Base (i-1) +¥Ybx*dt*mu*muT*X (i-1)*W(i-1)/1000 +

Yhp*P (i-1)*W(i-1)/1000 + Ybppi/WE*dt*pi*X (i-1)*W(i-1)/1000;

if ph<7 % konstanter Basewert
Base (1)=Base((round (nF*( (Tind-0.5)/tend)))-1);
end

% Subatratfeed

Fs(i) = Ft(i1)/1000;
% S3ure
Acid (i) = ACID(i):

Fn(i) e Fs{i) + (BASE(i)-BASE(i-1)) + (Acid(i)-Acid(i-1)) - Fevap:;:
% Berechnung der Reaktionsmasse
Wi} = Wii-1) + dt* (Fn(i)-Fsample);

oo

X(i) = X(i-1) + dt*rmmu*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*S(i-1)*Yxs -
dt* (Fn (i) /W(i)) *x(i-1);

% Berechnung der Substratkonzentration

S (1) = 8(i-1) - dt*si*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*Sf -
de* (Fn({i)/W(i))*S(i-1);

oo

% Berechnung der Proteinkonzentration

oo

P (i} - B(i-1) + dt*pi*xX(i-1) + dt*(Fs(i)/W({i))*0.0 -
de* (Fn (i) /W(i)) *P(i-1);

end

% Losung der Differentialgleichung ab 1.5 h nach Induktion
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Festlegung des Zeltraumes der Feed-
phase ab 1.5 h nach Indukticn bis
zum Ende der Fermentation

o o® oo

for i=rcund(nF* ((Tind+1.5)/tend)) :nF

el t(1-1)+dt; % Laufschleife fir den Integrations-
% zeltschritt

F = Ft(1)/1000; % Zuweisung des aktuellen Feedstromes
% Berechnung der spez. Substratver-
% brauchsrate nach MONOD unter Einbe-
% ziehung der maximalen Wachstumsrate
% abhingig von der Temperatur

si = simax/muT*S (i-1) / (Ks+S (i-1)}:

if 3(i-1y)<=0, si=0.0; end % Randbedingung

if ph<7 % Einkeziehung des pH-Werteinflusses

WPH=Wph; % auf die Produktbildung

end

if ph>7 % Einbkeziehung des pH-Werteinflusses

WPH=Wph; % auf die Prcduktbildung

end

% Berechnung der spez. Wachstumsrate
mu = Yrs*sl*WPH*d+ (P(i-1)*e/ (WEsyn*muT) )/ ((X(i-1)) *dt)-
(pi*f/ (WEsyn*muT) ) *P(1i-1)/%(i-1);
Berechnung der spez. Produktbildungs-

oe

% rate

pi=pimax* (1-(P(1i-1)/ (Pmax*WE*WEMU) ) ) * (l-exp ({(- (L (i)-Tind))/tlag));

if ph>7 % Definition der spez. Produktbildungs-
% rate bei verandertem pH-Wert

pi=pimax* (1-(P (i-1)/ (Pmax*WE*Wph*WFMU) ) ) * (1-exp ( (- (£ (i)-Tind))/tlaqg));

end

if ph<7 % Definition der spez. Produkthildungs-
% rate bei verandertem pH-Wert

pi=pimax* (1-(P (1i-1)/ (Pmax*WE*Wph*WFMU) ) ) * (1-exp ((- (L (i) -Tind))/tlaqg));

end

% Baseverbrauch

Base (1) = Base (1-1)+Y¥bx*dt*mu*muT*X (1-1) *W(i-1)/1000 +
Ybop*P (1-1)*W(i-1) /1000 + Ybppi/WE*dt*pi*xX{(i-1)*W(i-1)/1000;

Fs(i) = Ft(1)/1000;
% S3ure
Acid (i) = ACID(1);

Fn(i) e Fs{i) + (BASE(i)-BASE(i-1)) + (Acid(i)-Acid(i-1)) - Fevap:;:
% Berechnung der Reaktionsmasse
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o°

Berechnung der Biomassekonzentration

oo

X (i) = X(i-1) + dt*mu*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W({i))*S(i-1)*Yxs -
dE* (Fn (1) /W{i)) *X (i-1);

% Berechnung der Substratkconzentration

S(i) = S(i-1) - dt*si*X(i-1) + dt*(Fs(i)/W(i))*Sf -
dt* (Fn(i) /W(i))*s(i-1);

% Berechnung der Proteinkonzentration

P (1) =  P(i-1) + dt*pi*X(i-1) + dt*(Es(i)/W(i)}*0.0 -
de*(Fn(i)/W(i))*P(i-1);
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