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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Eine Grundvoraussetzung fir alle Lebensvorgénge ist der Transport und der Austausch von
Stoffen, Energie und Informationen zwischen einer Zelle und ihrer Umgebung. Transportvor-
gange erfolgen in erster Linie Uber Transportproteine, die in die zellumgebende Membran
eingebaut sind. Die Superfamilie der Transporter flr organische Solute (SLC - solute carrier)
stellt die groRte Gruppe der Transportproteine dar (Fredriksson et al. 2008). Sie umfasst der-
zeit 384 Transporter, u.a. fir organische lonen, Aminoséuren, Zucker, Purine oder Fettséuren,
die in 46 verschiedene SLC-Familien eingeordnet werden. Nach der Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) reprasentiert die SLC-Superfamilie damit die zweitgréite
Gruppe der Membranproteine.

Der H*-Aminosaure-Cotransporter PAT1 (proton-coupled amino acid transporter 1) gehort
zur SLC-Familie 36. Bereits zu Beginn der 1990er Jahre wurde ein H*-gekoppelter Amino-
séure-Cotransporter durch Thwaites und Mitarbeiter funktionell durch Untersuchungen an der
humanen intestinalen Zelllinie Caco-2 beschrieben (Thwaites et al. 1993). Die Identifizierung
und Klonierung des Transporters erfolgte 2001 durch Sagné und Mitarbeiter aus Neuronen
des Rattenhirns als LYAAT1 (lysosomal amino acid transporter 1) (Sagné et al. 2001). Kurz
danach wurde die PAT1-cDNA der Maus (mPAT1) isoliert (Boll et al. 2002). Die Klonierung
und funktionelle Charakterisierung des humanen H*-gekoppelten-Aminoséure-Cotransporters
hPATL1 erfolgte im Jahr 2003 aus Caco-2-Zellen (Boll et al. 2003b; Chen et al. 2003). Mit
Hilfe von Immunfluoreszenzstudien wurde der Transporter in der apikalen Membran von in-
testinalen Caco-2-Zellen nachgewiesen (Chen et al. 2003).

hPATL ist neben anderen Transportsystemen fur die Absorption von Abbauprodukten des
luminalen Proteinverdaus (Aminosauren) am Darmepithel verantwortlich. Des Weiteren ist
hPATL in der Membran von neuronalen Lysosomen lokalisiert und vermittelt den Export von
Aminosauren nach lysosomaler Proteolyse in das Cytoplasma der Zelle. Zudem wurde die
MRNA des Transporters im Skelettmuskel, in der Niere, der Lunge, der Leber und in der Milz
nachgewiesen (Boll et al. 2002; Chen et al. 2003). Typische hPAT1-Substrate sind kurzket-
tige neutrale Aminoséuren wie Glyzin, L-Alanin und L-Prolin sowie Aminosdurederivate wie
z.B. trans-4-Hydroxy-L-prolin (THLP), a-Aminoisobuttersdure (AIB) ung -Aminobutter-
saure (GABA) (Anderson et al. 2004; Boll etal. 2002; Brandsch 2006; Chen et al. 2003;
Metzner et al. 2004; Thwaites et al. 1993; Thwaites & Anderson 2007). Des Weiteren werden
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Osmolyte wie Sarcosin und Betain transportiert (Thwaites et al. 1995b; Wunz & Wright
1993). Eine Besonderheit des Transportsystems liegt in der Akzeptanz von D-Enantiomeren
(z.B. D-Alanin, D-Prolin oder D-Serin) mit gleicher bzw. hoherer Affinitat als die der entspre-
chenden L-Enantiomere (Boll et al. 2002; Boll et al. 2003a; Ranaldi et al. 1994; Thwaites
et al. 1995a). Die Affinitatskonstanten (K;, K;) liegen im millimolaren Bereich (1-10 mM)
(Boll et al. 2004). Damit stellt hPAT1 ein Transportsystem mit niedriger Affinitat aber hoher
Kapazitat dar. Als Inhibitoren des Aminosduretransportes wurden Serotonin, L-Tryptophan
und Tryptamin identifiziert (Metzner et al. 2005).

Neben den physiologischen Substraten werden auch pharmazeutisch relevante Wirkstoffe mit
ahnlicher Grundstruktur von hPAT1 akzeptiert. Dazu gehdren z.B. D-Cycloserin, L-Azetidin-
2-carbonsaure, 3-Amino-1-propansulfonséure, 3,4-Dehydro-L-prolin, Vigabatrin und andere
GABA-Analoga (Larsen et al. 2008; Metzner et al. 2004; Thwaites & Anderson 2007). Auf-
grund des breiten Substratspektrums gehort hPAT1 vermutlich zu den wichtigsten Transport-
systemen fir GABA-verwandte Wirkstoffe sowie andere drugs und prodrugs am Darmepi-
thel. Der Transporter ermoglicht die orale Gabe dieser Substanzen.

Der Transport von Aminoséauren durch hPAT1 erfolgt in Abhangigkeit von einem nach innen
gerichteten Protonengradienten. PATL transportiert eine Aminosaure im Symport mit einem
Proton in einer 1:1 Stochiometrie (Boll et al. 2002). Die Bindung von Aminosaure und Proton
erfolgt nach einem geordneten Mechanismus, wobei zuerst das Proton bindet (Foltz et al

|-
- Na* Treibende Kraft
+ | = H*
4 - ATP
ATP
e
3 Na* ApK ApNa Ay
ADP +P . )
Aminosauren
H+
ApH
A
basolaterale apikale
Membran Membran

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des intestinalen Aminosauretransportes tiber PAT1 an Epi-
thelzellen. 1 — Na*/K*-ATPase, 2 — Na*/H"-Austauscher, 3 — PAT1; ApK, ApNa und ApH beschreiben
die chemischen Transmembrangradienten fir K*, Na* und H*; Ay stellt das Membranpotential dar.
Modifiziert nach Ganapathy et al. 1994,
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2005). Erst kirzlich konnte der fiir die Bindung und Translokation des Protons essentielle
Histidinrest (His 55) identifiziert werden (Metzner et al. 2008). Der fiir den Transportprozess
benotigte H™-Gradient wird durch das Zusammenspiel der basolateral lokalisierten
Na'/K*-ATPase und des in der apikalen Membran lokalisierten Na*/H*-Austauschers erzeugt.
Abbildung 1.1 veranschaulicht den tertiar aktiven H*/Aminoséuresymport via PAT1. Eine
maximale Transportrate wurde bei einem extrazellularen pH-Wert von 5,0 bis 5,5 beobachtet
(Boll et al. 2002; Chen et al. 2003).

Strukturell wurde der aus 476 Aminosdureresten (53 kDa) bestehende hPAT1 bisher nicht
charakterisiert. Seine Membrantopologie ist ungeklart. Chen und Mitarbeiter schlagen eine
Organisation des Membranproteins in 9 TMD vor (Chen et al. 2003), wohingegen in einem
anderen Modell von 11 TMD ausgegangen wird (Boll et al. 2003b). Fir beide Varianten wird
fur den N-Terminus eine intrazellulare und fir den C-Terminus eine extrazellulére Lokalisa-

tion vorhergesagt.

Aufgrund seiner Fahigkeit, pharmazeutisch relevante Stoffe aus dem Darm aufzunehmen, ist
die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur des Transporters insbesondere fur die
pharmazeutische Industrie von groRer Bedeutung. Detaillierte strukturelle Informationen
wirden die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit verbesserter oraler Verfugbarkeit durch
computer aided drug design ermdglichen. Die therapeutische Relevanz von Membran-
proteinen wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass 60 % aller derzeitigen Medikamente auf
Membranproteine gerichtet sind. Bisher ist jedoch nur eine sehr geringe Anzahl
dreidimensionaler Strukturen von Membranproteinen bekannt. Von den derzeit insgesamt
~ 30000 Eintrédgen in der Proteinstrukturdatenbank betreffen nur ~200 Membranproteine
(Uberwiegend prokaryotische Proteine). Dieses Missverhéltnis beruht auf der Schwierigkeit
bei der Strukturaufklarung von (eukaryotischen) Membranproteinen. Eines der groRten
Probleme hierbei ist die Bereitstellung grofRerer Mengen an korrekt gefaltetem und
funktionellem Protein. Nur in wenigen Ausnahmeféallen kdnnen Membranproteine in
ausreichenden Mengen aus natdrlichen Quellen isoliert werden (z.B. Rhodopsin aus
Halobacterium salinarium (Henderson etal. 1990) oder Rhodopsin aus der Rinderretina
(Palczewski et al. 2000)). Fir die Mehrzahl der Membranproteine ist die Konzentration in der

Membran jedoch zu gering, sodass ihre Gewinnung durch rekombinante Expression erfolgen
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muss (Tate 2001). Allerdings ist auch das fur diese Proteinklasse extrem schwierig.
Aufgrund toxischer Effekte werden hdufig nur sehr geringe Proteinausbeuten erhalten. Der
Hauptgrund dafir liegt vermutlich in der hydrophoben Natur von Membranproteinen. Die
Uberexpression resultiert oft in der Insertion der Proteine in die Membran des Wirts-
organismus, wodurch die Membranintegritit negativ beeinflusst wird. Dies fihrt zu einer
Wachstumsverzdgerung oder sogar Zelllyse des Wirtsorganismus (Klammt et al. 2006). Zu-
dem wird vermutet, dass die Uberexpression heterologer Membranproteine die Expression
essentieller homologer Membranproteine verhindert (Wuu & Swartz 2008). Des Weiteren
sind die nachfolgende Reinigung und notwendige Rekonstitution des gewonnenen Proteins in
Detergenzien und Liposomen nicht trivial. Die Kristallisation von Membranproteinen wird
wiederum durch die Anwesenheit von Detergenzien negativ beeintréchtigt. Die dynamische
Struktur der flexiblen loop-Regionen in Membranproteinen erschwert auerdem die Kontakt-
bildung innerhalb des Kristalls (Lundstrom 2006).

Erste Anhaltspunkte zur 3D-Struktur von Membranproteinen kénnen durch die Methode der
zielgerichteten Mutagenese gewonnen werden. Der Austausch spezifischer Aminoséuren und
die funktionelle Untersuchung der generierten Varianten eines Proteins ermdglichen die Iden-
tifizierung der flr seine Funktion essentiellen Aminoséuren (Dorn et al. 2009b; Metzner et al.
2008). Des Weiteren konnen auch Hinweise auf strukturelle Eigenschaften erhalten werden
(Dorn et al. 2009a). Die Proteine werden heterolog in gut etablierten Expressionssystemen

exprimiert und die Funktion wird in vivo analysiert.

Trotz der erwahnten Schwierigkeiten wurden insbesondere in den letzten beiden Jahren viel-
versprechende Ergebnisse auf dem Gebiet der Strukturaufklarung von eukaryotischen
Membranproteinen erzielt. So konnten innerhalb der Gruppe der GPCRs die dreidimensiona-
len Strukturen des humanen [,-adrenergen Rezeptors (Cherezov et al. 2007; Rasmussen et al.
2007), des Pi-adrenergen Rezeptors des Truthahns (Warne et al. 2008) und des humanen Aga
Adenosin Rezeptors (Jaakola et al. 2008) nach rekombinanter Expression der Proteine in Sf9-

Zellen aufgeklart werden. Fir die Familie der eukaryotischen SLCs ist allerdings bis heute

! Die gebrauchlichsten Expressionssysteme sind derzeit prokaryotische wie z.B. Escherichia coli, Hefen wie
Pichia pastoris, Insektenzellen wie z.B. Sf9-Zellen/Baculovirus oder verschiedene Saugerzellen (COS-Zellen
oder CHO-Zellen) (Junge et al. 2008). Eine vergleichsweise junge Methode zur rekombinanten Expression stellt
die zellfreie Expression dar. Eigenschaften wie das Fehlen eines lebenden Wirtsorganismus und der freie Zugriff
auf die Reaktion macht diese Methode insbesondere fiir die Expression von Membranproteinen attraktiv (Keller
etal. 2008; Schwarz etal. 2007a). Auf die in der Arbeit verwendeten Expressionssysteme wird in den
entsprechenden Kapiteln des Methoden- sowie des Ergebnis- und Diskussionsteil ndher eingegangen.
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keine einzige dreidimensionale Struktur bekannt. Auch hinsichtlich einer rekombinanten Ex-
pression von Mitgliedern dieser Proteinfamilie sind bisher wenige Untersuchungen publiziert
worden. Uberzeugende Daten liegen vor zur Expression des Serotonin-Transporters rSERT
(in E. coli, Pichia pastoris, Sf9-Zellen und in verschiedenen Sauger-Zelllinien) (Tate et al.
2003), des humanen Na'/Glukose Transporters hSGLT1 (in E. coli) (Panayotova-Heiermann
et al. 1999; Quick & Wright 2002), der organischen Kationen-Transporter rOCT1 und rOCT2
(in Sf9-Zellen (rOCT1) und im zellfreien Expressionssystem (rOCT1 und rOCT2)) (Keller
etal. 2005; Keller etal. 2008) sowie des organischen Anionen-Transporters rOAT1 (in
Saccharomyces cerevisiae und im zellfreien Expressionssystem) (Sawamiphak et al. 2005;
Keller et al. 2008).

Das Ziel dieser Arbeit war, Vorarbeiten fiir eine Strukturaufklarung des humanen H*-Amino-
saure-Cotransporters hPAT1 zu leisten und funktionell wichtige Strukturelemente aufzu-
klaren. Im ersten Teil der Arbeit sollte der Transporter rekombinant, in fur die Struktur-
aufklarung ausreichenden Mengen, exprimiert werden. Dafir sollte sowohl das E. coli-
Expressionssystem als auch das zellfreie Expressionssystem zum Einsatz kommen. An-
schlielend sollten erste biophysikalische und funktionelle Charakterisierungen des Transport-
proteins erfolgen.

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in zielgerichteten Mutagenesestudien zur Auf-
klarung der Funktion extrazelluldrer Cysteinseitenketten und deren potentielle Beteiligung an
Disulfidbriicken. Des Weiteren sollten der N-Glykosylierungsstatus von hPAT1 aufgeklart
und der Einfluss potentieller Glykanstrukturen auf die Transportaktivitat analysiert werden.
Die Ergebnisse solcher Untersuchungen sind wiederum fir rekombinante Expression und
Proteinpréparation von Bedeutung. Da N-Glykosylierungen typisch eukaryotische Protein-
modifizierungen darstellen, wirde nur ein von Glykanstrukturen unabhangiger Transport-
mechanismus die Expression eines funktionsfahigen Transporters in prokaryotischen Expres-
sionssystemen erlauben. Die Existenz von essentiellen Disulfidbriicken wiirde den Zusatz be-

sonderer Additive wéhrend der Proteinpraparation erfordern.
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2.1. Chemikalien

Tab. 2.1 Chemikalien
Chemikalie

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DMPC)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure (MES)
3-(N-Morpholino)-propansulfonséure
(MOPS)

4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochlorid (DAPI)
5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsdure
Acetylphosphat Kalium-Lithiumsalz
Adenosin-5’-triphosphat

Agar-Agar

Albumin vom Rinderserum (BSA)
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz
Chloramphenicol

Citifluor Montagelésung

complete Proteaseinhibitor
Cytidin-5’-triphosphat

Digitonin

Dithio-DL-threitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Guanosin-5’-triphosphat

Harnstoff

Hefeextrakt (Lyophilisat)
Hefeextrakt (Paste)
Imidazol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat
Kanamycinsulfat

Hersteller/Bezugsquelle

Fluka (Buchs, Schweiz)
AppliChem (Darmstadt)

Fluka (Buchs, Schweiz)
AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Roche Diagnostics (Mannheim);
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Plano GmbH (Wetzlar)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim);
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Roche Diagnostics (Mannheim);
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

DHW GmbH (Hamburg)

Fluka (Buchs, Schweiz);
AppliChem(Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
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Chemikalie (Fortsetzung)

L-[2,3-*H]Prolin

L-Glutathion oxidiert (GSSG)
L-Glutathion reduziert (GSH)

Luminol

Magermilchpulver
Methyl-B-Cyclodextrin
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumlaurylsulfat (SDS)
n-Dodecyl-p-D-maltopyranosid (DDM)
Nonylphenyl-polyethylene glycol
(Nonidet™ P 40)

p-Cumarinséure

Phosphoenolpyruvat Monokaliumsalz
Polyethylenglycol tert-octylphenylether
(Triton® X-100)

Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000)
Polyoxyethylen 20 cetyl ether (Brij® 58)
Polyoxyethylen 20 sorbitanmonolaurat
(Tween® 20)

Polyoxyethylen 20 stearyl ether (Brij® 78)
Polyoxyethylen 23 lauryl ether (Brij® 35)
RNAguard™ (RNase Inhibitor)
RNase-ExitusPlus™
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
tRNA (von E. coli MRE 600)
Trypton/Pepton aus Casein
Uridin-5’-triphosphat

Hersteller/Bezugsquelle (Fortsetzung)

Amersham (Little Chalfont, UK)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Wacker Biotech (Kempten)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Antrace (Maumee, USA)
AppliChem (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fluka (Buchs, Schweiz)
AppliChem (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Amersham Bioscience (Piscataway, USA)
AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim);
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Alle proteinogenen L-Aminoséuren wurden von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen, auller
Glyzin (Fluka, Buchs, Schweiz und Roth, Karlsruhe).
Hier nicht aufgefuhrte, gdngige Substanzen wurden von den Firmen Roth, Sigma-Aldrich,

Merck bzw. AppliChem bezogen. Fur die Herstellung aller verwendeter Lésungen und Puffer-

systeme wurden ausschlielich Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.A. und deionisiertes

Woasser verwendet.
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2.2. Puffer, Losungen und Medien

2.2.1. Allgemeine Puffer und Lésungen

Tab. 2.2 Verwendete Puffer und Lésungen fir den allgemeinen Laborbedarf

Puffer

2x RNA-Ladepuffer
2x SDS-Probenpuffer (6 M Urea)

2x SDS-Probenpuffer (8 M Urea)
(nicht reduzierend)

6x DNA-Probenpuffer
Aufnahmepuffer

Barth-Medium
(Lagerpuffer fir Xenopus laevis Oozyten)

complete Proteaseinhibitor (50x)
D-MEM: F12 (1:1) Glutamax™ 1
ECL1

ECL 2
Entféarber fiir Polyacrylamidgele

Entwickler- und Fixiererlésung
Kodak™ Processing chemicals
fur Western Blot

Farbeldsung fur Polyacrylamidgele

Fixierlésung fur Polyacrylamidgele
Fixierlésung fur Immunfluoreszenz
Lysispuffer (HRPE-Zellen)
Lysispuffer (Oozyten)

ORI PAT

PBS
Ponceau-Farbeldsung
Puffer fir denaturierende
Agarosegelelektrophorese
S30 A-Puffer

S30 B-Puffer

S30 C-Puffer

Sammelgelpuffer fir Polyacrylamidgel

Zusammensetzung/Bezugsquelle

Fermentas (St. Leon-Rot)

100 mM Tris pH 8; 6 M Harnstoff; 0,02 %
Bromphenolblau; 100 mM B-Mercaptoethanol; 5 %
SDS; 15 % Glyzerin

100 mM Tris pH 8; 8 M Harnstoff; 0,02 % Brom-
phenolblau; 10 % SDS

30 % Glyzerin; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

25 mM MES/Tris pH 6; 140 mM NaCl; 5,4 mM KClI;
1,8 mM CacCl,; 0,8 mM MgSQO,; 5 mM D-(+)-Glukose

5 mM HEPES/NaOH pH 7,4; 100 mM NacCl; 1 mM
KCI; 1 mM CaCly; 10000 U/ml Penicillin; 10 mg/ml
Streptomycin

1 Tablette gel6st in 200 pl H,O

Invitrogen (Karlsruhe)

100 mM Tris pH 8,5; 2,5 mM Luminol;
0,9 mM p-Cumarinsdure

100 mM Tris pH 8,5; 0,02 % H,0,
10 % (v/v) Essigsaure
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

10 % (v/v) Essigsaure; 10 mg/ml Coomassie®
Brilliantblau G-250

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

4 % p-Formaldehyd; 0,05 % Triton® X-100 in PBS
0,2 M NaOH; 1 % SDS

20 mM Tris/HCI pH 7,4; 100 mM NacCl; 1 % Triton
X-100; 1x complete Proteaseinhibitor

10 mM MES/Tris pH 6,5; 100 mM NacCl; 2 mM KClI,
1 mM CaCl,; 1 mM MgCl,

1,5 mM KH,PO,; 8 MM Na,HPO,; 135 mM NaCl;

3 mM KCI

3 % Trifluoressigsaure; 0,2 % Ponceau S
5 mM Natriumacetat pH 7; 20 mM MOPS

10 mM Tris-Acetat pH 8,2; 14 mM Magnesiumacetat;
6 mM KCI; 6 mM B-Mercaptoethanol

10 mM Tris-Acetat pH 8,2; 14 mM Magnesiumacetat;
6 mM KCI; 1 mM DTT; 100 uM PMSF

10 mM Tris-Acetat pH 8,2; 14 mM Magnesiumacetat;
600 uM Kaliumacetat; 500 uM DTT

1,8 M Tris pH 6,8
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Puffer (Fortsetzung) Zusammensetzung/Bezugsquelle (Fortsetzung)
Solubilisierungspuffer 100 mM Tris pH 8; 20 mM SDS; 1 mM EDTA,

100 mM DTT
TAE-Puffer (50x) 2 M Tris pH 8; 100 mM EDTA; 1 M Essigséaure
TBT-Puffer 50 mM Tris pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween® 20

Trenngelpuffer fur Polyacrylamidgele 1,25 M Tris pH 8,8

Tris-Glyzin Puffer (Laufpuffer fir SDS- 25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 0,1 % SDS
PAGE)

Trocknungslésung flr 45 % Ethanol; 5 % Glyzerin
Polyacrylamidgele
Western Blot-Transferpuffer 20 mM Tris; 150 mM Glyzin; 0,05 % SDS;

20 % Methanol

2.2.2. Stammldsungen und Medien fur die Bakterienkultivierung

Tab. 2.3 Kulturmedien

Medien Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Trypton/Pepton; 5 g/l Hefeextrakt (Lyophilisat);
5 g/l NaCl; autoklaviert verwendet

LB-Agar Platten 10 g/l Trypton; 5g/1 Hefeextrakt (Lyophilisat); 10 g/l

NaCl; 15 g/l Agar; 1g/l Glukose; Losung
autoklavieren und nach Abkuhlen unter 60 °C Zugabe
der entsprechenden Antibiotika-Stamml6sung
SOC-Medium 20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt (Lyophilisat); 10 g/I
NaCl; 0,19 g/l KCI; Lésung Autoklavieren dann
Zugabe von: 10 ml/l Glukose (40 %) und 10 ml/I
Magnesium-L6sung (1 M MgSO,, 1 M MgCl,)

TB-Medium 24 g/l Hefeextrakt (Lyophilisat); 12 g/l Trypton;
2,13 g/l KH,POy4; 12,54 g/l K;HPO,; 0,4 % (vIv)
Glyzerin

2x YPTG-Medium 10 g/l Hefeextrakt (Lyophilisat); 16 g/l

Trypton/Pepton; 5 g/l NaCl; 3 g/l KH,PO,; 9,12 g/l
K,HPOy; 19,8 g/l D-(+)-Glukose

Tab. 2.4 Verwendete Losungen fir eine fed-batch Fermentation in einem Biostat ED Bioreaktor

Fermentationslosungen Zusammensetzung fur 6 |
Hefeextrakt-Vollmedium 300 g Hefeextrakt (Paste); 3 g Ammoniumchlorid
gelost in 5 1 ddH,0O
Glukose-Ldsung 30 g D-(+)-Glukose geldst in 250 ml ddH,O
Magnesiumsulfat-Ldsung 4,1 g MgSQ, gelost in 250 ml ddH,O
di-Kaliumhydrogenphosphat-Lsg. 66 g K;HPO, geldst in 500 ml ddH,O
feeding-L0Osung 300 g/l Hefeextrakt, 125 g/l D-(+)-Glukose
pH-Regulatorldsungen 10 % (m/v) Kaliumhydroxid

10 % (v/v) Phosphorséure
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Tab. 2.5 Verwendete Antibiotika-Stammldsungen fur Bakterienkulturen

Antibiotika

Ampicillin

Chloramphenicol

Kanamycin

Zusammensetzung

100 mg/ml (geldst in H,0)
34 mg/ml (geldst in EtOH)
50 mg/ml (geldst in H,0)

Die Antibiotika-Stammltdsungen wurden den Kulturmedien im Verhéltnis 1:1000 zugesetzt.

Die Proteinexpression wurde durch Zugabe einer 1 M IPTG-Stammldsung (gel6st in H,0)

induziert.

2.2.3. Stammlosungen fur die zellfreie Expression

Tab. 2.6 Ubersicht Gber die zur Herstellung des 4 mM

RCWMDE-Mix bendtigten Aminosaure-Stammlésungen

Aminosaure
L-Alanin
L-Arginin
L-Asparagin

L-Asparaginséure

L-Cystein

L-Glutamin

L-Glutaminsaure

Glyzin
L-Histidin
L-Isoleucin
L-Leucin
L-Lysin
L-Methionin

L-Prolin
L-Phenylalanin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin

Konzentration

100 mM
100 mM
100 mM
100 mM

100 mM

100 mM
100 mM

100 mM
100 mM
100 mM
100 mM
100 mM
100 mM

100 mM
100 mM
100 mM
100 mM
100 mM

20 mM

100 mM

geldst in

H,O
H,O
H,O
H,O

100 mM
HEPES pH 7,4
H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

100 mM
HEPES pH 7,4
H,O

H,O

H,O

H,O

100 mM
HEPES pH 8
H,O

H,O

Aminosdure-Mix (AS-Mix) und des

Bemerkung

Ldsen im Ultraschallbad

Ldsen durch Erwarmen
(bis max. 75 °C)

Losen durch Erwérmen
(bis max. 75 °C), Ultraschallbad und
Zugabe von KOH

Losen durch Erwérmen
(bis max. 75 °C), Ultraschallbad
Ldsen durch Erwarmen
(bis max. 75 °C), Ultraschallbad

Fir die Herstellung des 4 mM Aminoséure-Mix (AS-Mix) (50 ml) wurden je 2 ml der 100 mM

Aminosdure-Stammlésungen und 10 ml der 20 mM Tyrosin-Stammldsung zusammen gegeben.
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Der RCWMDE-Mix (je 16,7 mM) bestand aus jeweils 2 ml der 100 mM Aminoséure-
Stammldsung von L-Arginin, L-Cystein, L-Tryptophan, L-Methionin, L-Asparaginsidure und

L-Glutaminsaure.

Tab. 2.7 Ubersicht tiber die zur Herstellung des 75x NTP-Mix benétigten Nukleotid-Stammldsungen

Nukleotid Konzentration  gel6st in Bemerkung

ATP 360 mM H,O, pH 7 Loésen durch Zugabe von NaOH
CTP 240 mM H.,O, pH 7 Losen durch Zugabe von NaOH
GTP 240 mM H.,O, pH 7 Loésen durch Zugabe von NaOH
UTP 240 mM H.,O, pH 7 Losen durch Zugabe von NaOH

Fir die Herstellung des 75x NTP-Mix wurden die Nukleotid-Stammldsungen im Verhéaltnis

1:1:1:1 gemischt.

Tab. 2.8 Weitere Stammldsungen fiir die zellfreie Expression

Substanz Konzentration
tRNA 40 mg/ml
Acetylphosphat 1M
Phosphoenolpyruvat 1M
5-Formyl-5,6,7,8- 10 mg/ml
tetrahydrofolsdure

DTT 05M
HEPES-KOHpH8 25M
Magnesiumacetat 1M
Kaliumacetat 4M

PEG 8000 40 %
NaNj3; 10 %
complete Protease- 50x
Inhibitor

2.3. Standards und Kit Systeme

Tab. 2.9 DNA-, RNA- und Proteinstandards
Standards

1 kb DNA-Standard
LMW Elektrophoresis Calibration Kit

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
RiboRuler™ RNA-Standard

gelost in Bemerkung

H,O

H.,O, pH 7 Losen durch Zugabe von KOH,
als Suspension verwendet

H.,O, pH 7 Losen durch Zugabe von KOH,
als Suspension verwendet

H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

H,O

H.O 1 Tablette geldst in 200 pl

Hersteller/Bezugsquelle

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
Amersham (Little Chalfont, UK)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)

11



2 MATERIAL

Tab. 2.10 Kit Systeme
Kit Systeme

Endo Free Plasmid Maxi Kit
MEGAclear™ Kit
MMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit
Nanofectin Kit

NucleoBond® Finalizer
NucleoBond® Xtra Maxi
NucleoBond® Xtra Midi
NucleoSpin® Extract 11
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAprep PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QuikChange® 11 XL Site-Directed Mutagenesis

Kit

2.4. Enzyme und Antikorper

Tab. 2.11 Enzyme
Enzyme

Aatll

Bsal

Bglll

EcoRlI

Ndel

Notl

Peptid: N-Glykosidase F (PNGase F)
Phusion DNA-Polymerase
Pyruvat Kinase

Spel

T4 DNA-Ligase

Xbal

Xhol

Tab. 2.12 Antikorper
Antikorper

polyklonaler Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen

Antikoper aus Ziege (1gG; 2 mg/ml)

polyklonaler anti-HA-tag Antikdrper aus Kaninchen

(0,5 mg/ml)

monoklonaler anti-HA-tag Antikorper

(Maus 19G3z; 0,2 mg/ml)

monoklonaler anti-His-tag Antikorper

(Maus 1gG; 0,2 mg/ml)

Hersteller/Bezugsquelle

Qiagen (Hilden)

Ambion (Austin, USA)
Ambion (Austin, USA)
PAA (Pasching, AUT)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Hersteller/Bezugsquelle

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

Roche (Mannheim)

New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)
New England BioLabs (Frankfurt a.M.)

Hersteller/Bezugsquelle

Invitrogen (Karlsruhe)

Santa Cruz (Heidelberg)

Qiagen (Hilden)

12
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Antikorper (Fortsetzung) Hersteller/Bezugsquelle (Forts.)

polyklonaler anti-hPAT1-PEP1 Antikorper aus PSL GmbH (Heidelberg)
Kaninchen (PEP1-Peptid:

BANGTTNN(AbU)HNNETVILTPIMDSR®);

(0,75 mg/ml)

polyklonaler anti-hPAT1-PEP2 Antikorper aus PSL GmbH (Heidelberg)
Kaninchen

(PEP2-Peptid: “?RIPDPSHLPLVAP?%:

(1,1 mg/ml)

polyklonaler HRP-konjugierter anti-Kaninchen Santa Cruz (Heidelberg)
Antikorper aus Ziege (1gG; 200ug/500pl)

polyklonaler HRP-konjugierter anti-Maus Santa Cruz (Heidelberg)
Antikorper aus Ziege (1gG; 200ug/500pl)

monoklonaler HRP-konjugierter anti-T7-tag Novagen (Madison, USA)
Antikorper (Maus 1gG)

2.5. Plasmide und Oligodesoxynukleotide

Tab. 2.13 Verwendete Expressionsplasmide. Die Vektorkarten bzw. Sequenzen der Plasmide sind im
Anhang aufgefiihrt.

Plasmide Antibiotikaresistenz Hersteller/Bezugsquelle

pET21a Ampicillin Novagen (Madison, USA)

pET28a Kanamycin Novagen (Madison, USA)

pET41b Kanamycin Novagen (Madison, USA)

PETSUMO adapt’  Kanamycin Dr. E. Bosse-Doenecke (MLU Halle)
pSPORT1 Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe)

pPNKS Ampicillin Prof. G. Schmalzing (RWTH, Aachen)

Tab. 2.14 Ubersicht tber die fiir die Klonierung verwendeten PCR-primer. Die primer wurden von
den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) oder Metabion (Martinsried) bezogen.

Primer Schnitt- Sequenz (5’ - 37) Schmelztem-
stelle peratur Tp,
HA-PAT1_5’Aatll Aatll CATGACGTCATGTATCCGTACGATGTTCCT 73 °C
GATTATGCGGGTATGTCCACGCAGAGA
PAT1 5’Aatll Aatll GTACGACGTCATGTCCACGCAGAGACTTC 64 °C
PAT1_5'Bglll Balll CAGTAGATCTATGTCCACGCAGAGACTTCG 63 °C
PAT1 5'Ndel Ndel GTAATACCATATGTCCACGCAGAGACTTCG 62 °C
PAT1 5’Spel Spel CAGTACTAGTATGTCCACGCAGAGAC 60 °C
PAT1_3’Xbal Xbal CTAGTCTAGACTATATGAAGGCACAGGTG 62 °C
GA
PAT1_3’Xhol Xhol CATGCTCGAGCTATATGAAGGCACAGG 61 °C

2 Das Plasmid pETSUMO adapt wurde durch Einfiigen einer DNA-Sequenz aus zwei synthetischen Oligo-
nukleotiden in den Vektor pETSUMO der Firma Invitrogen hergestellt. Die eingefiihrte DNA-Sequenz enthielt
Konsensussequenzen flr verschiedene Restriktionsenzyme.
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Tab. 2.14 Fortsetzung

Primer

PAT1_3’XholoS

SumoPAT1_5’Bsal

Waobble-PAT1 5’
Ndel

PAT1-0S_3’ Xhol
PEPT2_5’Ndel

PEPT2_3’Xhol
PEPT2_5’BamHlI
Wobble-PEPT2_5’

Ndel
PEPT2-0S_3’ Xhol

Schnitt- Sequenz (5’ - 37) Schmelztem-

stelle peratur T,

Xhol CGTACTCGAGTATGAAGGCACAGGTGGAA 64 °C
TTG

Bsal CAGGTCTCATGGTATGTCCACGCAGAG 63 °C

Ndel GATCCATATGTCWACTCAACGTCTWCGGA 68 °C
ATGAAGACTACCACG

Xhol GATCCTCGAGTATGAAGGCACAGGTGG 63 °C

Ndel GCGGTACCATATGAATCCTTTCCAGAA 61°C
AAATG

Xhol GATCCTCGAGTCAGAGTTTTGTCTTCTT 62°C
GG

BamHI  GATCGGATCCATGAACCCTTTCCAGAA 62°C
AAATG

Ndel GATCCATATGAATCCWTTTCAAAAAAA 60°C
TGAGTCCAAG

Xhol GATCCTCGAGTCAGAGTTTTGTCTTCTT 60 °C
GG

Tab. 2.15 Ubersicht Gber die zur Herstellung der Cystein- und Glykosylierungsmutanten von hPAT1
verwendeten Mutagenese-primer. Die primer wurden von der Firma MWG Biotech (Martinsried)

bezogen.

Mutagenese-primer

PAT1_C180S for

PAT1_C180S rev
PAT1_C180A for
PAT1_C180A rev
PAT1_C329S for

PAT1_C329S rev
PAT1_C329A for
PAT1_C329A rev
PAT1_CA473S for

PAT1_CAT73S rev

PAT1_CA4T73A for
PAT1_CA473A rev
PAT1_N174Q for
PAT1_N174Q rev
PAT1_N183Q for
PAT1_N183Q rev
PAT1_N470Q for
PAT1_N470Q rev

Sequenz (5° - 3)

CCAATGGGACCACCAATAACAGCCACAACAATGAGACG
CGTCTCATTGTTGTGGCTGTTATTGGTGGTCCCATTGG
GGGACCACCAATAACGCCCACAACAATGAGACGG
CCGTCTCATTGTTGTGGGCGTTATTGGTGGTCCC
CCCTCAACCTGCCCAATTCATGGCTGTACCAGTCAGTTAAG
CTTAACTGACTGGTACAGCCATGAATTGGGCAGGTTGAGGG
CCCTCAACCTGCCCAACGCATGGCTGTACCAGTCAGTTAAG
CTTAACTGACTGGTACAGCCATGCGTTGGGCAGGTTGAGGG
CCATCTTCATCAATTCCACCAGTGCCTTCATATAGGG
CCCTATATGAAGGCACTGGTGGAATTGATGAAGATGG
CCATCTTCATCAATTCCACCGCTGCCTTCATATAGGG
CCCTATATGAAGGCAGCGGTGGAATTGATGAAGATGG
GTGATAGAAGCGGCCCAAGGGACCACCAATAAC
GTTATTGGTGGTCCCTTGGGCCGCTTCTATCAC
CAATAACTGCCACAACCAAGAGACGGTGATTCTG
CAGAATCACCGTCTCTTGGTTGTGGCAGTTATTG
GCTCCCATCTTCATCCAATCCACCTGTGCCTTC
GAAGGCACAGGTGGATTGGATGAAGATGGGAGC
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Tab. 2.16 Ubersicht iiber die hergestellten und verwendeten Expressionskonstrukte. Die Charakteristika der Plasmide und primer sind in Tab. 2.13 bzw. Tab.

2.14 aufgefihrt.
Konstrukt

T7-hPAT1-
(His)1o
(His)s-hPAT1

hPAT1-(His)g

GST-hPAT1-
(His)s
(His)e-SUMO-
hPAT1
pSPORT-hPAT1
DSPORT-HA-
hPAT1

PNKS-hPAT1
PNKS-HA-
hPATL
(His)s-hPEPT2
hPEPT2-(His)s

(His)s-SUMO-
hPEPT2

Plasmid

pET21a
pET28a

PET41b

pET41b
pPETSUMO adapt

PSPORT1
pSPORT1

pNKS
pPNKS
pET28a

PET41b

PETSUMO adapt

Verwendete primer

PAT1 5'Bglll
PAT1_3’XholoS
PATL_5’Ndel
PAT1_3’Xhol
Wobble-PAT1_5’ Ndel
PAT1-0S_3’ Xhol

PAT1 5’Spel
PAT1_3’XholoS
SumoPAT1 5’Bsal
PAT1_3’Xhol

(Metzner et al. 2008)
(Metzner et al. 2008)

PATL 5’Aatll
PAT1_3’Xbal
HA-PATL 5’Aatll
PAT1_3’Xbal
PEPT2_5’Ndel
PEPT2_3’Xhol
Wobble-PEPT2_5’ Ndel
PEPT2-0S_3’ Xhol

PEPT2_5’BamHI
PEPT2_3"Xhol

Charakteristika

Expression von hPAT1 mit N-terminalem T7-tag
und C-terminalem Histidin-tag

Expression von hPAT1 mit N-terminalem
Histidin-tag

DNA-Sequenz mit degeneriertem 5’-Bereich;
Expression von hPAT1mit C-terminalem Histidin-
tag

Expression von hPAT1 mit N-terminalem GST-
tag und C-terminalem Histidin-tag

Expression von hPAT1 als SUMO-Fusionsprotein
(N-terminal), N-terminaler Histidin-tag

Expression von hPAT1 mit N-terminalem HA-tag

Expression von hPAT1 mit N-terminalem HA-tag

Expression von hPEPT2 mit N-terminalem
Histidin-tag

DNA-Sequenz mit degeneriertem 5’-Bereich;
Expression von hPEPT2 mit C-terminalem
Histidin-tag

Expression von hPAT1 als SUMO-Fusionsprotein
(N-terminal), N-terminaler Histidin-tag
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Expressionssystem

E. coli/
Zellfreie Expression
E. coli

E. coli

E. coli
E. coli

HRPE-Zellen
HRPE-Zellen

Xenopus laevis Oozyten
Xenopus laevis Oozyten
E. coli

E. coli

E. coli
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2.6. Organismen

Tab. 2.17 Bakterien-Stamme

E. coli

BI21 (DE3) ¢* RIL

BI21 (DE3) C41

BI21 (DE3) C43

BI21 Star™ (DE3)
Rosetta™ (DE3) pLysS
Rosetta™ 2(DE3) pLysS

Rosetta R3(DE3)

HMS 174 (DE3)
T7 Express (DE3)

Al9
TOP 10

Tab. 2.18 Eukaryotische Zellen

Eukaryotische Zellen

HRPE

(human retinal pigment epithelium)

Xenopus laevis Oozyten

Genotyp

F ompT hsdSg(rg- me-) dcm+Tet' gali (DE3) endA Hte
[argU ileY leuwW Cam']

Variante von BI21 (DE3), enthdlt mind. eine
uncharakterisierte Mutation; F* ompT hsdSg(rg- mg-) gal
dcm (DE3)

Variante von BI21 (DE3) C41, enthélt mind. zwei
uncharakterisierte Mutationen; F ompT hsdSg(rg- mg-)
gal dcm (DE3)

F ompT hsdSg (rg" mg’) gal dcm rnel31 (DE3)

F* ompT hsdSg(rg” mg) gal dcm (DE3) pLysSRARE
(CamF)

F* ompT hsdSg(rg” mg’) gal dcm (DE3) pLysSRARE2
(CamF)

Phagen resistente Variante von BL21 (DE3) mit pPRARE
(Cam®) des Stammes Rosetta™ 2(DE3); entwickelt und
zur Verfugung gestellt vom Structual Genomics
Consortium der Oxford University, UK

F recAl hSdR(rKlg_ mK12+) (le R)

fhuA2 lacz::T7 genel [lon] ompT gal sulA1l R(mcr-
73::miniTn10--TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS)
endAl A(mcrC-mrr)114::1S10

Rna-19 gdhA2 his-95° relAl spoT1 metB1

F' mcrA  A(mr-hsdRMS-mcrBC) @®80lacZ AM15
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galK
rpsL(StrR) endAl nupG

Bezugsquelle

V. Ganapathy (Department of Biochemistry and
Molecular Biology, Medical College of Georgia,
Augusta, USA), isoliert aus Retinapigmentepithel

(Del Monte & Maumenee 1980)

gehalten am Julius-Bernstein-Institut fur Physiologie
(Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg), prapariert
durch Frau Schmidt

Zur Transfektion von HRPE-Zellen wurde das rekombinant modifizierte VVaccinia Virus Ankara
(rMVA,; GSF-Institut fur Molekulare Virologie, Miinchen) verwendet.
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2.7. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.20 Geréate
Gerat

AKTA Explorer 100

Bioreaktor Biostat ED (10 Liter) mit Prozessleitsystem

MCFSwin und Mess- und Steuersystem C-DCU
CASY® Zellzdhler

CD- Spektrometer Jasco J 816
Flussigszintillationszahler Tri-Carb 2100 TR
Elektroporationsgerat Gene Pulser Il
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Lab 40
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Lab 60

Konfokales Laser-scanning Mikroskop Nikon
ECLIPSE TE2000

Mikroskop Axiovert 25
Oozyten-Spannungsklemmen-Verstarker OC-725C
SDS-Gelapparatur Mighty Small

Spannungsquelle EPS300, EPS 600

Thermocycler Mastercycler Gradient

UV/Vis Spektrometer DU 640

Western Blot-Apparatur Semiphor Hoefer
Zellkultur Inkubator Hera cell

Zentrifuge Avanti J-25

Zentrifuge Bifuge fresco

Hersteller

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
B. Braun Biotech (Melsungen)

Scharfe System GmbH (Reutlingen)
Jasco GmbH (GroR-Umstadt)

United Technologies Packard (Frankfurt)
Biorad (Miinchen)

APV (Lubeck)

APV (Lubeck)

Nikon GmbH (Dusseldorf)

Zeis (Jena)

Warner Instruments (Hamden, USA)

GE Healthcare (Freiburg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

Beckmann (Miinchen)

GE Healthcare (Freiburg)

Heraeus Instruments (Hanau)

Beckmann (Miinchen)

Heraeus Instruments (Hanau)

Des Weiteren wurden Gerate der Standardlaborausstattung genutzt.

Tab. 2.19 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien

BD Falcon™ Culture Slides

(1,7 cm® Wachstumsfléche)

Dialysegefélle D-Tube™-Dialyzer

Mini, Midi, Maxi (MWCO 12-14 kDa)
Elektroporationskiivetten

EZ-Link® Maleimid-PEG,;-Biotin

Filme zur Detektion von Chemilumineszens

Glaskapillare GB 150F-8P
0,86 x 1,5 x 80 mm with filament

High Capacity Neutravidin® Agarose Beads
Ni-NTA His Bind Resin

Objekttrager mit Vertiefung

PVDF Membran

Quarzglaskiivetten

Zellkulturflasche 75 cm?

Zellkultur Multiwellplatte 24-well
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Hersteller

BD Biosciences (Erembodegem, Belgien)
Novagen (Madison, USA)

Peglab (Erlangen)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Roche Applied Science (Mannheim)
Science Product (Hofheim)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Qiagen (Hilden)

Plano GmbH (Wetzlar)

Millipore (Schwalbach)

Hellma (Muhlheim)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Greiner Bio-one (Frickenhausen)
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3 METHODEN

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in LB-Medium unter
kontinuierlichem Schutteln oder auf LB-Agarplatten bei 37 °C. Ben6tigte Antibiotika wurden
vor Gebrauch in der gewiinschten Konzentration zugegeben.

Fur die Herstellung von Glyzerinkulturen zur Dauerlagerung wurden 700 pl einer E. coli-
Ubernachtkultur mit 300 pl Glyzerin (50 % (v/v)) versetzt, in flussigem Stickstoff eingefroren
und bei —80 °C gelagert.

3.1.2. Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Fur die Herstellung kompetenter Zellen wurden 2 ml einer Ubernachtkultur des Bakterien-
stammes zu 200 ml LB-Medium gegeben und bei 37 °C inkubiert bis eine ODggonm VON
0,6-0,8 erreicht wurde. Nun wurde die Kultur fir 30 min auf Eis gelagert. AnschlieRend
erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 4000 x g und 4 °C. Das entstandene Pellet
wurde drei Waschschritten mit eiskaltem 10 % Glyzerin (v/v) unterzogen (1, %2 und Y
VVolumen des Zellanzuchtvolumens). AbschlieBend wurde das Pellet in 500 pl 10 % Glyzerin

(v/v) aufgenommen, und in 50 ul Aliquots bei —80 °C gelagert.

3.1.3. Transformation von E. coli

Das Einbringen von Plasmid-DNA in E. coli-Stdmme wurde mittels Elektroporation durchge-
fuhrt (Dower et al. 1988). Dazu wurde ein Aliquot von 50 pl elektrokompetenter Zellen mit
1-100 ng Plasmid-DNA versetzt und bei 1,8 kV, 25 uF, 20@ elektroporiert. Anschliefen d
wurden die Zellen mit 1 ml SOC-Medium versetzt und fir 45 min bei 37 °C schittelnd inku-
biert. Danach wurden verschiedene Mengen der Zellsuspension zur Selektion auf LB-
Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Plasmidpréaparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte je nach MaRstab mit Hilfe des QIlAprep Spin
Miniprep Kit, NucleoBond® Xtra Mini Kit, NucleoBond® Xtra Midi Kit und NucleoBond®
Xtra Maxi Kit. Fir die Verwendung von Plasmid-DNA in der Zellkultur wurde das EndoFree
Plasmid Maxi Kit genutzt. Es wurde jeweils nach der den Kits beiliegenden Vorschrift

verfahren.

3.2.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA-LGsungen wurde spektralphotometrisch bestimmt. Die gemes-
sene Absorption bei 260 nm wird fur die Konzentrationsbestimmung von Desoxyribo-
nukleinsauren mit dem Faktor 0,05 und fur die Quantifizierung von Ribonukleinséduren mit

dem Faktor 0,04 multipliziert. Dies ergibt die Konzentration in pg/ul.

3.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der es mdoglich ist, schnell und
gezielt DNA-Fragmente (template-DNA) zu amplifizieren. Durch den Einsatz entsprechender
Oligonukleotide (primer) kdnnen zusatzliche Restriktionsenzymschnittstellen und Nukleotid-
sequenzen in das PCR-Produkt eingefuihrt werden (Mullis & Faloona 1987). PCR-Reaktionen
wurden mit der thermostabilen Phusion™ Hot Start High-Fidelity DNA-Polymerase durchge-
fuhrt. Ein Reaktionsansatz von 50 pl enthielt je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP,
0,5 UM beider primer, 10 ng Plasmid-DNA, 5 pl des 10 fach konzentrierten Reaktionspuffers
und 1 Einheit Phusion DNA-Polymerase. Die Reaktion wurde in sterilen 0,5 ml PCR-
ReaktionsgefalRen durchgefiihrt. Fir die Polymerase-Kettenreaktion wurde folgendes Pro-

gramm in 30 Zyklen (Programmpunkt 2—4) durchlaufen:

1) 1 min 98 °C Denaturierung der template-DNA

2) 7 sec 98 °C Denaturierung der template-DNA

3) 20 sec 45-70 °C Binden der PCR-primer an die template-DNA (annealing) 3

4) 25-50sec 72°C Polymerasereaktion (extension) *

5) 10 min 72°C Vervollstandigung angefangener Polymerasereaktionen (final
extension)

® Die Schmelztemperatur der primer wurde mit dem Programm Oligonucleotide Properties Calculator berechnet
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Die primer-spezifische Temperatur des annealings
lag 3 °C Uber der niedrigeren Schmelztemperatur der primer.

* Die Dauer der Polymerasereaktion wurde in Abhangigkeit von der Lange des zu amplifizierenden DNA-
Fragments gewahlt (20 sec/kb).
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Die PCR-Ansitze wurden mit dem QIAprep PCR Purification Kit oder NucleoSpin®

Extract 1l entsprechend den Angaben des Herstellers gereinigt.

3.2.4. Zielgerichtete Mutagenese

Fur den gezielten Aminosdureaustausch wurde das Quikchange-Verfahren in Anlehnung an
das QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene angewendet. Grundlage
fur die Mutagenese ist eine PCR-Reaktion, in der die eingesetzten primer die entsprechende
Mutation (Basenaustausch) enthalten. Als template wurde ein Plasmid genutzt, in dem sich
die DNA-Sequenz des Proteins befand, in das die gewinschte Mutation eingefiihrt werden
sollte. PCR-Reaktionen wurden mit der PfuUltra® High-Fidelity DNA-Polymerase
(Stratagene) durchgefuhrt. Ein Reaktionsansatz von 50 ul enthielt je 200 uM dATP, dCTP,
dGTP und dTTP, 125 ng beider primer, 10 ng Plasmid-DNA, 5 ul des 10 fach konzentrierten
Reaktionspuffers und 2,5 Einheiten PfuUltra® DNA-Polymerase. Die Reaktion wurde in
sterilen 0,5 ml PCR-Reaktionsgefalien durchgefuhrt. Es wurde folgendes PCR-Programm in
16 Zyklen (Programmpunkt 2—4) durchlaufen:

1) 30sec 95°C Denaturierung der template-DNA

2) 30sec 95°C Denaturierung der template-DNA

3) 1min 55 °C Binden der primer an die template-DNA
(annealing)

4) 4-6 min 68 °C Polymerasereaktion (extension)

Um das Ausgangsplasmid aus dem Ansatz zu entfernen wurde 1 pl Dpnl (NEB) zugegeben
und fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Ein spezifischer Abbau des Ausgangsplasmids mit
diesem Enzym ist dadurch mdoglich, dass das Enzym nur methylierte DNA schneidet. Die
Methylierung erfolgt nur in E. coli. Die durch die PCR-Reaktion synthetisierten Plasmide, die
die Mutation enthalten, sind nicht methyliert. Danach wurde 1 pl der Mutagenesereaktion fir

eine Transformation von elektrokompetenten E. coli Zellen eingesetzt.

3.2.5. Restriktionsverdau von Nukleinsauren

Fur eine Restriktionsanalyse wurden 200 ng Plasmid in einem Volumen von 10 pl mit
5-10 Einheiten (0,5 pl) der entsprechenden Restriktionsendonukleasen und 1 pl des 10 fach

konzentrierten Reaktionspuffers gemaR den Angaben des Herstellers verdaut. Der Ansatz

® Die Dauer der Polymerasereaktion wurde in Abhangigkeit von der Lénge des zu amplifizierenden DNA-
Fragments gewahlt (1 min/kb).
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wurde fir vier Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz mit 2 pl
6x DNA-Probenpuffers versetzt und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Im Falle eines préparativen Restriktionsverdaus wurden 5 pg Plasmid in einem Volumen von
50 ul unter Verwendung von 25-50 Einheiten (2,5 pl) der entsprechenden Restriktionsendo-
nukleasen und 5 pl des 10 fach konzentrierten Reaktionspuffers verdaut. Es erfolgte eine
Inkubation bei 37 °C fir vier Stunden. Um die eingesetzten Restriktionsenzyme zu deaktivie-
ren wurde entsprechend den Angaben des Herstellers verfahren. Danach wurde der gesamte
Ansatz mit 5 pl 6x DNA-Probenpuffers versetzt und in einem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschliefend erfolgte die Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel
(3.2.6.1.und 3.2.7.).

3.2.6. Agarosegelelektrophorese

3.2.6.1. Native Agarosegelelektrophorese (Auftrennung von DNA)

Fur die Auftrennung von DNA wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. Dafiir wurde die Aga-
rose in 1x TAE-Puffer unter Erwarmung gel6st und nach Zugabe von 0,001 % (v/v) Ethi-
diumbromid in eine Gelkammer gegossen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V und 150 mA
fur 45 min. Die DNA wurde mittels UV-Licht am Transilluminator detektiert.

3.2.6.2. Denaturierende Agarosegelelektrophorese (Auftrennung von RNA)

Fur die Auftrennung von RNA wurden 1 %ige Agarosegele verwendet. Hierflr wurde die
Agarose in 50 mM MOPS pH 7; 5 mM Natriumacetat suspendiert und aufgekocht. Danach
erfolgte die Zugabe von 0,001 % (v/v) Ethidiumbromid. Nachdem die L&sung bis zur Hand-
wérme abgekuhlt war, wurde eine Formaldehyd-Konzentration von 6 % (v/v) eingestellt. VVor
dem Auftragen der Proben wurden diese 1:1 mit 2x RNA-Ladepuffer gemischt und fir 10 min
bei 70 °C inkubiert. Bis zum Auftragen wurden die Proben auf Eis gelagert. Die Elektro-
phorese erfolgte bei 80 V und 150 mA fir zwei Stunden. Die RNA wurde mittels UV-Licht

am Transilluminator detektiert.

3.2.7. Elution von DNA aus Agarosegelen

Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die gewinschten Banden unter UV-Licht zi-
gig mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Elution der DNA aus dem Agarosegel wurden das
QIAquick Gel Extraction Kit und das NucleoSpin® Extract Il Kit gemaR den Angaben des

Herstellers verwendet.
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3.2.8. Ligation von DNA-Fragmenten

Zum Einbringen von einem DNA-Fragment (insert) in einen linearisierten Vektor missen die
jeweiligen Enden kovalent tber eine Phosphodiesterbindung verknupft werden. Diese Reak-
tion wird durch die T4 DNA-Ligase in einem ATP-haltigen Puffer katalysiert. Um die Inte-
gration des inserts in den Vektor zu beginstigen, wurde ein 5 facher molarer Uberschuss an
insert eingesetzt. Zur Mengenabschatzung von Vektor und insert wurden diese elektropho-
retisch aufgetrennt und aus den Bandenintensitdten die Mengen im Vergleich zu einem
Standard abgeschatzt. Zur Bestimmung der fir die Ligation einzusetzenden Mengen wurde
Gleichung 3.1 verwendet, wobei fur die Menge des Vektors ein fester Mindestwert zwischen
200 und 400 ng vorgegeben wurde:
5 ‘N (insert)-m (Vektor)

m (insert) = N (Vektor) (Gl. 3.1)

m (insert) Menge des eingesetzten inserts [ng]

m (Vektor)  Menge des eingesetzten Vektors [ng]

N (insert) Anzahl der bp des eingesetzten inserts
N (Vektor)  Anzahl der bp des eingesetzten Vektors

Es erfolgte die Zugabe von 10 fach Ligationspuffer und 200 Einheiten Enzym. Daraus erga-
ben sich Ligationsansatze zwischen 10 und 20 pl, die Gber Nacht bei 15 °C inkubiert wurden.

AnschlieBend wurde 1 pl der Ligation in elektrokompetente E. coli Zellen transformiert.

3.2.9. cRNA-Synthese

Zur Synthese von cRNA wurde eine in vitro Transkription mit linearisierter Plasmid-DNA
durchgefuhrt. Zur Herstellung hPAT1-spezifischer cRNA wurden die Plasmide pNKS-hPAT1
und pNKS-HA-hPAT1 (siehe Kapitel 2.5, Tab. 2.16) als template fur die Transkriptionsreak-
tion genutzt. Fur die Linearisierung wurden 20 pg Plasmid fir einen praparativen Restrikti-
onsverdau eingesetzt und unter Verwendung der Restriktionsendonuklease Notl wie unter
Punkt 3.2.5. beschrieben verdaut. AnschlieRend erfolgte die Reinigung der linearisierten DNA
mit dem NucleoSpin® Extract 11 Kit, wobei mit 30 pl RNase-freiem Wasser eluiert wurde. Zur
in vitro Transkription wurde das MMESSAGE mMACHINE® SP6 Kit verwendet. 3 pg linea-
risierte Plasmid-DNA, 6 pl Puffer, 6 pl SP6-Polymerase, 30 ul NTP-Mix und Wasser (ad
60 pl) wurden gemischt und fir vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Um die Ausgangs-DNA aus
dem Ansatz zu entfernen, wurden 3 pl DNase zugegeben und es wurde fir weitere 15 min bei
37 °C inkubiert. Die cRNA wurde unter Verwendung des MEGAclear™ Kit gereinigt. Zur
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Elution der an spin columns gebundenen RNA wurden 50 ul Elutionspuffer auf 95 °C er-
wéarmt, auf die S&ule pipettiert und fir 1 min inkubiert. Anschlieend erfolgte ein Zentrifuga-
tionsschritt (1 min, 13000 rpm). Das resultierende Eluat wurde erneut auf die Sdule gegeben,
10 min bei 70 °C inkubiert und anschliefend wurde erneut zentrifugiert (1 min, 13000 rpm).
Die erhaltene cRNA wurde aliquotiert (3—4 ul) und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C
gelagert. Um auf RNase-Verunreinigung zu prufen, wurde ein Aliquot Uber Nacht bei Raum-
temperatur gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden jeweils 200 ng der bei Raumtemperatur
und der bei —80 °C gelagerten cRNA auf ein denaturierendes Agarosegel (3.2.6.2.) aufgetra-
gen. Waren in beiden Proben vergleichbare Bandenintensitdten zu beobachten, konnte eine

RNase-Verunreinigung ausgeschlossen werden.

3.3. Expression von Proteinen in verschiedenen Expressionssystemen

3.3.1. Rekombinante Expression in E. coli

3.3.1.1. Expressionstest

Fur die Herstellung rekombinanter Proteine in E. coli wurden zur Ermittlung der Bedingungen
fur die beste Ausbeute zundchst verschiedene Parameter, wie Wachstumsdauer und
-temperatur, Induktionsstérke und -dauer und verwendeter E. coli-Stamm im kleinen Mal3stab
getestet. Daflir wurde ein Kulturvolumen von 50 bis 100 ml gewahlt. Zunéchst wurde eine
Vorkultur (5 ml LB-Medium + 1 % Glukose) mit entsprechenden Antibiotika mit einer Ein-
zelkolonie inokuliert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Gleichzeitig wurde die Hauptkultur
ebenfalls Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Hauptkultur mit den ent-
sprechenden Antibiotika versetzt und mit 1/100 Volumen der VVorkultur angeimpft. Bei Errei-
chen einer ODgg von 0,6 bis 0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 0,1 bis 1 mM
IPTG induziert. Unmittelbar vor IPTG-Zugabe wurde 1 ml der Kultur entnommen und die
ODggo bestimmt. Die Probe wurde zentrifugiert (1 min, 13000 rpm, 4 °C), der Uberstand ver-
worfen und das Pellet bis zur Analyse bei —20 °C gelagert. Des Weiteren wurden Proben 1 h,
2 h, 3 h und 4 h nach Induktion entnommen und wie zuvor beschrieben verarbeitet. Zur
Analyse der Proben wurden die Zellpellets mit SDS-Probenpuffer (6 M Urea) versetzt und fur
3 h bei 40 °C schittelnd inkubiert. Das Volumen an Probenpuffer (6 M Urea) wurde
entsprechend der zuvor ermittelten ODegoo gewahlt: Vpronenputter (MI) = ODggo - 100. Zur

Verminderung der Viskositat der Ldsung wurde durch mehrfaches Aufziehen in eine
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Hamilton Spritze DNA und RNA fragmentiert. Fir eine Western Blot-Analyse wurden
jeweils 5 pl der Proben auf ein 10-15 %iges SDS-Gel aufgetragen.

3.3.1.2. Proteinexpression im Schuttelkolben (T7-Polymerase)

Zur Expression der T7-Polymerase im Schittelkolben wurden vier 5 |-Schuttelkolben mit ei-
nem Kulturvolumen von je 1 | LB-Medium verwendet. Zuerst wurde eine Vorkultur (50 ml
LB-Medium mit 200 pg/ml Ampicillin) mit einer Einzelkolonie inokuliert und iber Nacht bei
37 °C schiittelnd inkubiert. Um eine Ubertragung der in das Medium sezernierten
B-Lactamase von der Vorkultur in die Hauptkultur zu verhindern, wurde die Vorkultur ab-
zentrifugiert (10 min, 6000 x g, 4 °C). Das Pellet wurde in der gleichen Menge frischem Me-
dium resuspendiert. Jeder der 5 I-Schiittelkolben wurde mit je 12 ml der Ubernachtkultur an-
geimpft und bis zu einer ODgy von 0,8 in Gegenwart von 200 pg/ml Ampicillin bei 37 °C
kultiviert. Die Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG induziert. Nach der Induktion er-
folgte eine erneute Ampicillinzugabe (200 pg/ml). Finf Stunden nach Induktion wurden die
Zellen fur 15 min bei 6000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet (16 g) wurde in 120 ml
30 mM Kaliumphosphat pH 8; 10 mM EDTA; 50 mM NaCl; 5 % Glyzerin; 10 mM

B-Mercaptoethanol resuspendiert. Die Lagerung bis zur Proteinreinigung erfolgte bei —80 °C.

3.3.1.3. Fed-batch Fermentation

Die Fermentation wurde in einem Biostat ED Bioreaktor mit einem digitalen Mess- und Re-
gelsystem durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgte im fed-batch Verfahren auf Hefeextrakt-
Vollmedium. Zunéchst wurde das Hefeextrakt-Vollmedium (Kapitel 2.2.2.) fir 30 min bei
121 °C im Fermenter autoklaviert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der separat autoklavier-
ten Losungen von Glukose, Magnesiumsulfat und di-Kaliumhydrogenphosphat. Dem voll-
stdndigen Medium wurden die benétigten Antibiotika zugesetzt. Durch Nutzung der
automatischen Kaskadenregelung wurden eine gleichméaRige Beluftung und ein konstanter
pH-Wert von 7 gewahrleistet. Der minimale Sauerstoffpartialdruck wurde auf einen Wert von
30 % eingestellt. Fir die Vorkultur wurden 200 ml mit Antibiotikum versetztes LB-Medium
mit einer Einzelkolonie des Expressionsklons inokuliert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Zum Animpfen wurde die gesamte Vorkultur in den Fermenter tberfiihrt. Das Startvolumen
der Fermentation betrug 6 |. Nach Erreichen einer optischen Dichte von 10 wurde in
regelmaRigen Abstanden die Glukosekonzentration im Medium (gemessen mit Glu-
kosenachweisstdbchen) kontrolliert. Nach vollstandigem Verbrauch der Glukose wurde das

feeding gestartet. Durch Zugabe von IPTG wurde bei einer ODggo zwischen 50 und 60 die
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Proteinexpression induziert. Sollte die Expression bei einer anderen Temperatur als 37 °C
stattfinden, wurde erst nach Regelung und Erreichen der gewiinschten Temperatur induziert.
Fur eine Western Blot-Analyse wurden Proben vor und nach der Induktion entnommen und
wie unter 3.3.1.1. beschrieben aufbereitet. Nach 4 h wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet (20 min, 6000 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde bei —80 °C gelagert. Wurde Ampi-
cillin als Antibiotikum verwendet, wurde die Vorkultur abzentrifugiert und in frischem LB-
Medium aufgenommen. Des Weiteren wurde in diesem Fall wéhrend der Fermentation alle

zwei Stunden erneut Ampicillin zum Medium gegeben.

3.3.2. Zellfreie Expression

3.3.2.1. Kommerzielles zellfreies Proteinexpressions Kit

Zu Beginn der Arbeiten zur zellfreien Expression wurde hPAT1 mit Hilfe eines Proteinsyn-
these Kits von Qiagen synthetisiert. Fur analytische Ansétze (50 ul) wurde das EasyXpress
Protein Synthesis Kit und fur préaparative Ansatze (1 ml) das EasyXpress Protein Synthesis
Maxi Kit entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.

3.3.2.2. Nicht-kommerzielles, eigenes zellfreies Expressionssystem

Das in diesem Abschnitt beschriebene zellfreie Expressionssystem ist nicht kommerziell er-
héltlich und wurde auf der Grundlage der von Christian Klammt und Daniel Schwarz
entwickelten Methode etabliert (Klammt et al. 2004; Klammt et al. 2006; Schwarz et al.
2007b; Schwarz et al. 2007a). Der Vorteil eines selbst zusammengestellten Expressionssys-
tems liegt neben ginstigeren Kosten in der Variabilitat in der Zugabe der einzelnen Kompo-
nenten. Um grolRe Mengen an Protein zu erhalten, muss der Reaktionsansatz fiir jedes Protein
optimiert werden. In einem kommerziellen Kit sind viele Komponenten in definierten Kon-
zentrationen bereits zu einem Reaktionsgemisch zusammengefasst, und kénnen somit nicht

mehr variiert werden.

Komponenten des zellfreien Expressionssystems

Die zellfreie Expression wurde basierend auf einem E. coli Extrakt im continuous exchange
cell free Expressionsmodus durchgefuhrt (Punkt 4.2.). Im kommenden Abschnitt soll auf die
Zusammensetzung und die Funktion der verwendeten Zusédtze eingegangen werden. Die
Hauptkomponente des in dieser Arbeit verwendeten zellfreien Expressionssystems stellte der
E. coli S30-Extrakt dar (Praparation, Punkt 3.3.2.3.). Er beinhaltet alle essentiellen Kompo-

nenten, die flr den Translationsprozess benoétigt werden, wie z.B. Ribosomen, Aminoacyl-
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tRNA-Synthetasen und alle Translationsfaktoren flr Initiation, Elongation und Freisetzung
der Polypeptidkette. Des Weiteren sind die Acetat-Kinase und E. coli-Lipide bzw. Membran-
fragmente (ca. 100 pg/ml S30-Extrakt) enthalten. Endogene mRNAs wurden wéhrend der
Préaparation entfernt. Eine weitere Grundkomponente des gekoppelten Transkription/Trans-
lationssystems ist die RNA-Polymerase. In dem hier verwendeten System wurde jedoch nicht
die endogene RNA-Polymerase aus E. coli selbst verwendet, sondern die des T7-Bakterio-
phagen in Kombination mit dem spezifischen T7-Promoter (Préparation, Punkt 3.3.1.2. und
3.6.). Der Vorteil hierbei besteht darin, dass allein die RNA des gewiinschten Gens hergestellt
wird, und andere eventuell noch vorhandene Gene unter einem nichtviralen Promoter nicht
transkribiert werden. Somit wird eine Hintergrundexpression weitestgehend unterdriickt.
AuBerdem entstehen durch die enorme Prozessivitdt der T7-Polymerase insgesamt viel
groere Mengen an RNA. Als template fiir die Transkription kdnnen infolgedessen alle
Plasmide verwendet werden, die das Gen unter Kontrolle des T7-Promoters stellen, wie z.B.
die pET- (Novagen) oder die pIVEX-Expressionsvektoren (Roche Biosciences). Um optimale
Reaktionsbedingungen fiir die T7-Polymerase zu gewahrleisten, musste DTT als reduzierende
Substanz zugesetzt werden, da die Polymerase durch Oxidation inhibiert werden kann
(Schwarz et al. 2007a). Jedoch kdnnen reduzierende Bedingungen andererseits die Bildung
von Disulfidbriicken im Protein unterdriicken. Deshalb wurde in einigen Ansétzen anstatt
DTT das Redox-shuffling System aus reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG)
verwendet. Dabei ist in Gegenwart eines reduzierenden Reagenz (GSH) gleichzeitig die
Bildung von Disulfidbriicken méglich.

Als Substrate fur Transkription und Translation wurden dem Ansatz Nukleosidtriphosphate,
tRNAs und ein Mix aus den 20 proteinogenen Aminosduren zugesetzt. Da die Aminosduren
Arginin, Cystein, Tryptophan, Methionin, Glutamat und Aspartat durch Enzyme des Extrakts
abgebaut werden (Kim & Swartz 2000; Kim & Choi 2001), wurde ein Mix aus diesen Amino-
sduren zusatzlich zum Ansatz gegeben. Um die mRNA und das exprimierte Protein im Ansatz
zu stabilisieren und vor Abbau zu schiitzen, wurden ein RNase Inhibitor (RNAsin) und ein
Proteaseinhibitor (complete) zugesetzt. Ein charakteristisches Merkmal der Proteinbiosyn-
these bei Prokaryoten ist die Initiation der Translation durch eine N-Formylmethionyl-tRNA.
Als Substrat fir die Formylierung des Start-Methionins wurde 5-Formyl-5,6,7,8-tetrahydro-
folsdure (Folinsdure) im Reaktionsansatz bereitgestellt. Das bendtigte Enzym (Transformy-
lase) ist bereits im Extrakt enthalten.
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Um eine langanhaltende Reaktion zu gewéhrleisten, muss ein effizientes Energie-
Regenerationssystem zur Verfugung stehen. Wahrend der Translation anfallendes AMP und
GDP wurden durch Phosphoenolpyruvat und Acetylphosphat und die entsprechenden Enzyme
Pyruvat-Kinase und Acetat-Kinase wieder in ihre Triphosphate Uberfuhrt. Die Acetat-Kinase
ist bereits im S30-Extrakt enthalten, so mussten lediglich Phosphoenolpyruvat, Acetylphos-
phat und die Pyruvat-Kinase dem Ansatz zugesetzt werden. Diese stellen allerdings einen er-
heblichen Kostenfaktor dar.

Weiterhin enthielt der Ansatz als Puffersubstanz HEPES sowie Kalium-Acetat und
Magnesium-Acetat fiir ein geeignetes lonen-Milieu. Dabei sind K* und Mg®* wichtig, einer-
seits um negative Ladungen zu kompensieren und andererseits um die Aktivitdat von
Enzymen, wie z.B. der Pyruvat-Kinase, zu gewdahrleisten. Die Konzentration beider lonen ist
extrem kritisch und korreliert innerhalb eines engen Konzentrationsoptimums mit hohen Pro-
teinausbeuten (Schwarz et al. 2007b). Das Polymer Polyethylenglykol imitierte die Viskositat
des Cytoplasmas, stabilisierte die mRNA und kann makromolekulare crowding-Effekte
innerhalb einer zellfreien Umgebung induzieren (Schwarz et al. 2007a).

Die zellfreie Proteinexpression mit diesem System wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl
im analytischen als auch im prdparativen Malistab durchgefiihrt. Der analytische Mafistab
wurde genutzt um den Einfluss verschiedener Komponenten auf die Expression von hPAT1
zu untersuchen. Danach wurde ein préparativer Ansatz unter den zuvor als optimal getesteten
Bedingungen durchgefihrt.

Alle bendtigten Komponenten wurden auf Eis aufgetaut und bis zum Gebrauch auf Eis gela-
gert. Zunéchst wurde der Mastermix (FRM) entsprechend Tabelle 3.1 angefertigt und grund-
lich aber vorsichtig gemischt. Das flr den Reaktionsmix (RM) bendétigte Volumen wurde in
ein separates Gefall uberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

Das verbleibende Volumen wurde als Basis fur den feeding-Mix (FM) verwendet. Wie in
Tabelle 3.2 angegeben, wurden entsprechende Volumina an S30 C-Puffer, Aminosduremix
(AS-Mix) und Wasser bzw. Zusdtzen zugegeben (praparativer Malstab). Fir einen
analytischen Ansatz wurden dem FM nur der S30 C-Puffer und AS-Mix zugesetzt und
danach wurde er zu 10 gleichen Teilen & 1130 ul aufgeteilt. Jeder Ansatz wurde individuell
auf 1190 pl aufgefillt. Die so hergestellten FM wurden fir 30 min bei 30 °C inkubiert.
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Tab. 3.1 Zusammensetzung des Mastermix (FRM) fir die zellfreie Expression im analytischen
und préaparativen MaRstab. * Konzentration der Mg?'- und K*-lonen wird zusatzlich durch 22 mM
K* von AcP, 67 mM K* von PEP, 50 mM K* von HEPES/KOH, 0,21 mM K* bzw. 4,9 mM Mg** vom

S30-Extrakt beeinflusst, ** Anstelle von DTT wurde in einigen Ansétzen ein Redox-shuffling System
aus GSH und GSSG eingesetzt.

Konzentration R Konzentration Analytischer Praparativer
(Stammldsung) b im Ansatz Mal3stab [ul] MaBstab [ul]

10 %

NaN3 0,05 % 64,4
40 % PEG 8000 2% 642,6 1835
4 M KOAc 300 mM * 517 1477
1M Mg(OAc), 17 mM * 130 371
2,5M HEPES pH 8 90 mM 452,2 1292
50x complete 1x 257,6 735
5-Formyl-5,6,7,8-

A0l tetrahyd);ofolsaure Ul e £
05M DTT ** 2mM 51,8 148
0,25M GSSG ** 1mM 51,8 148
- GSH ** 5mM 19,75 mg 56,27
75x NTP-Mix 1x 172,2 492
1M PEP 20 mM 257,6 736
1M AcP 20 mM 257,6 736
4 mM AS-Mix - 1556 4446
16,7 mM RCWMDE-Mix 1mM 770 2200

Tab. 3.2 Zusammensetzung des feeding-Mix (FM) und Reaktionsmix (RM) fur die zellfreie

Expression im analytischen und préaparativen Maf3stab. FRM — Mastermix fiir feeding- und Reak-
tionsmix (Tab. 3.1).

Konzentration Konzentration ATEITEE 17 Praparativer
(Stammldsung) Komponente im Ansatz Mal3stab [ul] Mal3stab [ul]
FRM 4867 286 13906 816
. FM: 1,42 mM
4 mM AS-Mix RM: 0.9 mM 2268 6480
100 % S30 C-Puffer 37 % 4165 11900
10 mg/ml Pyruvat-Kinase 0,04 mg/ml 2,8 8
40 mg/ml tRNA 1 mg/mi 15 43
0,6 mg/ml T7-RNA Polymerase 45 pg/ml 50 143
27,6 U/ul RNAsin 0,276 U/ul 7 20
0,9 po/ul DNA 15 pg/ml 13 37
100 % S30 Extrakt 35 % 245 700
H,O/Zusétze 1714

10 x 10 x

Wahrenddessen wurde der RM entsprechend Tabelle 3.2 vervollstandigt. Im Fall eines analy-
tischen Ansatzes wurde auch hier wieder auf die Zugabe von Wasser/Zusédtzen verzichtet.
Stattdessen wurde der Ansatz wieder zu 10 gleichen Teilen (10 x 61,8 ul) aliquotiert und

jedes Aliquot individuell auf je 70 pl aufgefullt. Der RM wurde in das entsprechende

28



3 METHODEN

Reaktionsgefa Uberfiihrt (analytischer Malistab — D-Tube-Dialyzer Mini; préparativer
Malistab — D-Tube-Dialyzer Maxi). Nach Prdinkubation des FM wurde dieser in die
entsprechenden Vorrichtungen (analytischer Mal3stab — 2 ml Eppendorf Tube; préparativer
Mafstab — 50 ml Falcon Tube) gegeben. Nun wurden die Reaktionsgeféale in die Vorrichtung
eingesetzt und verschlossen. Flr eine optimale Durchmischung des FM und um einen
schnellen Stoffaustausch zwischen FM und RM zu ermdglichen, wurde in das Aullenkompar-
timent (2 ml Eppendorf Tube oder 50 ml Falcon Tube) ein Ruhrstab eingesetzt. Die Ansatze
wurden unter Rihren fir 20-24 h bei 30 °C inkubiert. Im Falle des préparativen Mal3stabs

wurde der FM nach 5-6 h gegen einen Frischen ausgewechselt.

3.3.2.3. Praparation des S30-Extraktes

Als Basis flr die zellfreie Expression diente ein prokaryotischer Zellextrakt, der aus dem
E. coli Stamm K12 A19 prdpariert wurde. Fur die Fermentation wurde als Kulturmedium
entweder TB-Medium oder 2x YPTG-Medium verwendet. Der gesamte Fermentations-
prozess wurde mit antibiotikafreien Kultivierungsmedien durchgefihrt. Fir eine Vorkultur
wurden 60 ml LB-Medium aus einer Glyzerinkultur angeimpft. Diese wurde iber Nacht bei
37 °C unter Schitteln inkubiert und diente als Inokulum fir eine 6 | fed-batch Fermentation.
Die Fermentation erfolgte bei 37 °C, pH 7 und einer O,-S&ttigung > 30 %. Die Zellen wurden
bis zur mittleren logarithmischen Phase kultiviert (ODgoo ~ 2,5-3,5) und danach innerhalb von
45 min auf unter 10 °C abgekihlt. Nun wurde die Biomasse fir 20 min bei 6370 x ¢
zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt und alle verwendeten
Zentrifugenbecher und Puffer wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Das Zellpellet
wurde nun in 100 ml S30 A-Puffer resuspendiert und fur 10 min bei 8000 x g zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt, wobei beim letzten Mal fiir 30 min
zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde das Zellpellet gewogen und mit dem entsprechenden
VVolumen an S30 B-Puffer versetzt (1 ml/1 g Zellen) und resuspendiert. Danach erfolgte der
Zellaufschluss mittels Hochdruckdispersion an einer French Press (1 x 2,3 kbar). Das Zellly-
sat wurde fiir 30 min bei 30000 x g zentrifugiert. Danach wurden die oberen 2/3 des Uber-
standes abgenommen und erneut zentrifugiert (30000 x g, 30 min). Nun wurden wieder die
oberen 2/3 des Uberstandes abgenommen und in ein frisches ReaktionsgefaR tiberfiinrt. Mit
Hilfe einer 4 M NaCl-L6sung wurde eine NaCl-Konzentration von 400 mM eingestellt. An-
schlieend erfolgte eine Inkubation fur 45 min im Wasserbad bei 42 °C. Die nun tribe

Lésung wurde bei 4 °C einmal flr zwei Stunden und danach tber Nacht gegen das 60 fache
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Volumen an S30 C-Puffer dialysiert. Abschlielend erfolgte ein Zentrifugationsschritt fur
30 min bei 30000 x g. Der klare Uberstand wurde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert. Alternativ wurde der Uberstand zuvor auf die Halfte

seines Volumens mit Hilfe von Amicon Konzentratoren (10 kDa cut-off) aufkonzentriert.

3.3.3. Heterologe Expression in HRPE-Zellen

3.3.3.1. Zellkultur

HRPE-Zellen wurden in D-MEM: F12-Medium (Dulbecco’s modified Eagles medium) unter
Zugabe von 10 % FBS (fetal bovine serum, Biochrom, Berlin) und 1 % Streptomycin/Peni-
cillin (Invitrogen, Karlsruhe) kultiviert. Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkultur-Flaschen mit
12 ml Medium bei 37 °C, 5 % CO,-Begasung und Wasserdampfséttigung in einem Zellzucht-
inkubator kultiviert. Das Medium wurde 24 h nach Passagieren und dann alle zwei Tage ge-
wechselt. Zum Passagieren wurde zundchst das Medium entfernt und durch 5 ml PBS ersetzt.
Nach 5 Minuten Inkubation wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin fir 1-2 min inkubiert, um
Zell-Zell-Verbindungen zu lésen und das Ablésen von der Kunststoffoberfliche zu
erleichtern. AnschlieRend wurde die Trypsinlésung abgesaugt und die Zellen durch Klopfen
der Flasche gegen den Handballen vom Boden gel6st. Die Zellen wurden in 10 ml Medium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde am Casy® Zellzahler bestimmt. Im Falle einer
Weiterkultivierung in 75 cm? Flaschen wurden 3 Millionen Zellen pro Flasche ausgesat und
mit Medium auf 12 ml aufgefullt. Fir die Transfektion in 24 well Platten, 6 well Platten oder
BD Falcon™ Culture Slides wurden 500000, 1,6 Millionen bzw. 300000 Zellen entsprechend

ausgesat und in 1, 2 bzw. 1 ml Medium kultiviert.

3.3.3.2. Heterologe Expression

Zur Expression des H'-Aminosaure-Cotransporters hPAT1 in der eukaryotischen Zelllinie
HRPE wurde das Vaccinia Virus Expressionssystem genutzt. In diesem Expressionssystem
wird in einem ersten Schritt das Gen fur die T7-Polymerase durch Infektion der Zellen mit
dem rekombinanten modifizierten Vaccinia Virus Ankara (rMVA) eingebracht. Im zweiten
Schritt wird ein Plasmid (pSPORT-hPAT1 oder pSPORT-HA-hPAT1 (siehe Kapitel 2.5.,
Tab. 2.16)), welches das Gen des Transporters unter Kontrolle eines T7-Promoters tragt, in
die Zellen transfiziert. So wird die Expression des Proteins durch die T7-Polymerase

ermoglicht.
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22-24 Stunden nach Aussaat der Zellen in 24 well Platten, 6 well Platten oder Culture Slides
wurde die Zellzahl pro well ermittelt. Entsprechend der Zellzahl wurde ein Volumen an
Viruslosung (15 x 10® 1U/ml) entsprechend 4 1U/Zelle pro well eingesetzt. Dafiir wurde die
Virusarbeitslésung aufgetaut und dreimal fir eine Minute im Ultraschallbad behandelt jeweils
unterbrochen durch kurzes Vortexen. Die Viruslosung wurde auf 150 pl/well (24 well Platte),
600 pl/well (6 well Platte) oder 150 pl/well (Culture Slides) mit Medium aufgefullt, auf die
Zellen gegeben und fir 30 min bei 37 °C inkubiert.

Fur die nachfolgende Transfektion wurde das Nanofectin Kit von PAA genutzt. Entsprechend
Tabelle 3.3 wurden eine Nanofectin/NaCl-Lésung und eine DNA/NaCl-Loésung hergestellt.
Beide Losungen wurden vorsichtig durch leichtes Vortexen gemischt und anschlielend kurz
zentrifugiert. Danach wurde die Nanofectin/NaCl-Losung im Verhaltnis 1:1 zur DNA/NaCl-
Lésung getropft, kurz gemischt (Vortex) und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach den erforderlichen Inkubationszeiten fir die Viruslosung und die DNA/Nanofectin-
Losung wurden nun die in Tabelle 3.4 angegebenen Volumina an Medium und
DNA/Nanofectin-Losung zu der Viruslosung auf die Zellen gegeben.

Die Zellen wurden fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die gesamte Losung abgesaugt
und 1 ml/well (24 well Platte), 2 ml/well (6 well Platte) oder 1 ml/well (Culture Slides)
frisches Medium auf die Zellen gegeben und bei 37 °C inkubiert.

Tab. 3.3 Zusammensetzung der Nanofectin/NaCl- und DNA/NaCl-Losung. Es wurde eine 150
mM NaCl-Ldsung verwendet.

. . ) DNA NaCl Nanofectin NacCl
Kultivierungsgefal o el [ad pliwell] [ul/well] [ad pliwell]
Culture Slides 1 50 3,2 50
24 well Platten 1 50 3,2 50
6 well Platten 3 100 9,6 100

Tab. 3.4 Entsprechend den Kultivierungsgeféflen zu verwendende Volumina an Medium und
DNA/Nanofectin-Ldsung.

Kultivierungsgefald ?fl?/?l\llglrlr]] DNAEIHI\II/ewecI)If]e alls
Culture Slides 250 100
24 well Platten 250 100
6 well Platten 1200 200
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3.3.4. Heterologe Expression in Xenopus laevis Oozyten

3.3.4.1. Einfuhrung in die Methode

Die Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) werden seit Beginn der 50er
Jahre zu Versuchszwecken verwendet. 1971 gelang es Gurdon und Mitarbeitern erstmals
durch Injektion von exogener mRNA in X. laevis Oozyten Proteine in diesen effizient und
funktional zur Expression zu bringen (Gurdon et al. 1971). Bald darauf erfolgten die ersten
Expressionen von Liganden-gesteuerten lonenkandlen und Neurotransmitter-Rezeptoren, wie
den Acetylcholin- und Adrenalinrezeptor (Barnard etal. 1982; Kobilka etal. 1987;
Sumikawa et al. 1981). 1987 konnten Hediger und Mitarbeiter den Na*-abhingigen Glukose-
transporter als ersten Vertreter einer SLC-Familie in X. laevis Oozyten exprimieren (Hediger
etal. 1987). Nach der Klonierung des humanen H*-Aminosiure-Cotransporters hPAT1 im
Jahr 2003 folgte auch dessen Expression in Xenopus Oozyten nach Mikroinjektion der ent-
sprechenden RNA (Boll et al. 2003b).

Die Wachstumsphase der Oozyten wéhrend der Oogenese besteht aus 6 Stadien (Dumont
1972). Fir die heterologe Expression sind Oozyten der Entwicklungsstadien 5 und 6 zu
verwenden. Charakteristische Merkmale dieser Stadien sind die GroRe von etwa 1,0 bzw.
1,3 mm und die strenge Polaritat. Der animalische Pol ist aufgrund seines hohen Melaninge-
haltes dunkel gefarbt. Die vegetale Halfte ist weniger stark pigmentiert und erscheint dadurch
heller.

Die genetische Information wird in diesem Expressionssystem mechanisch durch Mikroin-
jektion eingebracht (Gurdon 1973). Neben der Injektion von cRNA eignen sich die Oozyten
auch zur in vivo-Transkription von heterogener DNA, die durch Mikroinjektion in den Nuk-
leus gelangt. Aufgrund einer groRen Anzahl freier und an das endoplasmatische Retikulum
gebundener Ribosomen besitzen die Oozyten eine hohe translationale Kapazitat. Die zellulére
Antwort steigt meist langsam, aber stetig ber ca. 0,5 bis 2 Wochen. Des Weiteren kann die
Oozyte posttranslationale Modifizierungen (N-Glykosylierung, Phosphorylierung, Azetylie-
rung) durchfihren und befdrdert das Protein in das richtige Kompartiment. Signalsequenzen
werden abgespalten und oligomere Proteine korrekt zusammengesetzt. Diese Eigenschaften
sind insbesondere fir die funktionelle Expression von Membranproteinen von grofiter Be-
deutung (Sigel 1990). So kénnen lonenkanale, Rezeptoren oder Transporter exprimiert und
ihre Funktion mittels Mikroelektroden oder Patch-Clamp Pipetten analysiert werden. Des

Weiteren kdnnen exprimierte Proteine préapariert und biochemisch charakterisiert werden.
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3.3.4.2. cRNA-Injektion

Zur Injektion wurden nur Oozyten des Reifestadiums V oder V1 verwendet®. Als Methode zur
Injektion wurde die Druckinjektion genutzt, wobei zum Ansaugen und Herausdriicken der
cRNA-L6sung eine Mikroinjektionspumpe verwendet wurde. Dazu wurde eine Glaskapillare
uber einer Glihwendel fein ausgezogen, luftblasenfrei mit Mineraldl gefullt und in die Mikro-
pumpe eingespannt. Mit einer Pinzette wurde die noch verschmolzene Spitze der Kapillare
abgebrochen, so dass das Mineral6l ausgepumpt und die cRNA-L6sung aufsaugt werden
konnte. Um eine Verdunstung oder Degradation durch RNase-Kontamination zu vermeiden,
wurde die RNA-L6sung unter einem sterilen Mineral6lfilm aufgesaugt. Die Injektionskanile
wurde in der vegetalen Halfte kurz unterhalb des Aquators auf die Oberflache der Oozyte
aufgesetzt und unter leichtem Druck in die Oozyte eingestochen. Soweit nicht anders angege-
ben, wurden 23 nl einer cRNA-L&sung mit einer Konzentration von 1,1 pg/ul injiziert (Prépa-
ration der cRNA siehe Kapitel 3.2.9.). Die Injektionskapillare wurde weitere 3-5 Sekunden in
der Oozyte belassen, damit ein Druckausgleich stattfinden und kein Injektat entlang des
Stichkanals hinauslaufen konnte. Die injizierten Oozyten wurden bis zur weiteren Verwen-
dung in Barth-Medium bei 19 °C aufbewahrt. Es erfolgte ein taglicher Mediumwechsel, wo-
bei stark geschadigte Zellen verworfen wurden. Eine leicht veranderte Pigmentierung der
animalen Halfte (dunkle Hélfte) sollte nicht unbedingt als Degradation gedeutet werden, da
sich dies vielmehr als Zeichen einer guten Expression herausstellte.

3.4. Isolierung und Reinigung von hPAT1 nach rekombinanter Expression
in E. coli

3.4.1. Zellaufschluss und inclusion body-Préaparation

Zur Isolierung der inclusion bodies’ wurden die Zellen mittels Hochdruckdispersion aufge-
schlossen. Dazu wurde das Zellpelett in 20 ml pro 5 g Zellen eines Puffers mit 0,1 M Tris/HCI
pH 7; 1 mM EDTA homogenisiert. Um die Stabilitat der bakteriellen Zellwand zu schwachen,
wurde Lysozym (1,5 mg/ml Zellsupension) zum Ansatz gegeben. Zusétzlich wurde zum Ab-
bau der DNA eine Spatelspitze DNase zugesetzt und mit Hilfe einer 1 M MgCl,-L6sung eine
Endkonzentration von 3 mM MgCI; eingestellt. Die resuspendierten Zellen wurden fiir 30 min

® Die operative Entnahme und Praparation der Oozyten wurde freundlicherweise von Frau Schmidt (Julius-
Bernstein-Institut, Medizinische Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) durchgefiihrt.

" Als inclusion bodies werden funktionslose Aggregate bezeichnet, die aus fehlerhaft bzw. unvollstandig
gefalteten Proteinen bestehen. Diese Ablagerungen werden oft bei der rekombinanten Expression von Proteinen,
insbesondere bei im nativen Zustand disulfidverbriickten Proteinen, in E. coli als Folge der Uberexpression
beobachtet (Rudolph & Lilie 1996).
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bei Raumtemperatur inkubiert. Nun erfolgte der Zellaufschluss in einem Gaulin-Homogeni-
sator (Gaulin Micron Lab 40, APV Homogeniser GmbH, Lubeck) fiir drei Passagen bei
600 bar. Bei Bedarf wurde nochmal mit DNase verdaut. AnschlieBend wurden 0,5 Volumen
eines Puffers mit 0,1 M Tris/HCI pH 7; 20 mM EDTA,; 150 mM NacCl; 6 % (v/v) Triton
X-100 zugegeben und es wurde fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zur Separierung der
inclusion bodies wurde die Suspension fur 30 min bei 38400 x g und 4 °C zentrifugiert. Die
erhaltenen Pellets wurden in einem Puffer mit 0,1 M Tris/HCI pH 7; 1 mM EDTA mit Hilfe
des Ultraturrax resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch einmal

wiederholt. Das erhaltene inclusion body-Pellet wurde bei —20 °C gelagert.

3.4.2. Solubilisierung von inclusion bodies

Zur Solubilisierung wurden die inclusion bodies in 1 ml pro 10 mg eines Puffers mit
0,1 M Tris/HCI pH 8; 20 mM SDS; 100 mM DTT; 1 mM EDTA unter Riihren ber Nacht bei
Raumtemperatur aufgenommen. Um unldsliche Bestandteile abzutrennen, wurde das Solubili-
sat anschlieBend zentrifugiert (38400 x g, 30 min, 20 °C). Fur die nachfolgende Reinigung
uber immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatografie mussten DTT und EDTA aus dem
Solubilisierungsansatz entfernt werden. Durch Reduzierung bzw. Komplexierung der Ni%*-
lonen wirde ansonsten die Bindung des Zielproteins verhindert werden. Die solubilisierten
inclusion bodies wurden 3—4 mal gegen das 10-20 fache Volumen an Puffer mit 50 mM Nat-
riumphosphat pH 5,5; 10 mM SDS uber drei Tage dialysiert. Der niedrige pH-Wert wurde
gewahlt, um Cysteinreste im reduzierten Zustand zu halten. Abschlie3end wurde der pH-Wert
des Dialysats mit 5 M NaOH auf 8,0 angehoben und fir 30 min bei 20 °C und 38400 x g zent-

rifugiert.

3.4.3. Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatografie (IMAC)

Die Isolierung von hPAT1 aus dem inclusion body-Solubilisat erfolgte mittels Metallchelat-
Affinitatschromatographie tber Ni-NTA Saulenmaterial. Zunachst wurde das Saulenmaterial
in einen S&ulenkdrper Gberfuhrt und mit 10 Saulenvolumen (SV) Bindepuffer (50 mM Nat-
riumphosphat pH 8; 10 mM SDS) aquilibriert. Anschlieend wurde das Material in Bindepuf-
fer aufgenommen und zum inclusion body-Solubilisat gegeben und fir 2-3 h bei Raumtempe-
ratur unter leichtem Schutteln inkubiert. Danach wurde die Suspension mit Hilfe einer Pumpe

in den Saulenkdrper transferiert. Um unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen wurde mit
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10 SV Bindepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch Senken des pH-Wertes mit 10 SV
Elutionspuffer 50 mM Natriumphosphat pH 4; 10 mM SDS.

3.5. Isolierung und Reinigung von hPAT1 nach zellfreier Expression

Zur Fraktionierung der Reaktionsansétze in einen léslichen und einen unloslichen Teil wurde
der Reaktionsmix dem Reaktionsgefal3 entnommen und fur 90 min bei 16000 x g und 4 °C

zentrifugiert.

3.5.1. Unl@sliche Expression

Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde zur Solubilisierung in einem Puffer mit
100 mM Tris/HCI pH 8; 20 mM SDS; 1 mM EDTA; 100 mM DTT aufgenommen und tber
Nacht bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln inkubiert. Im Falle einer analytischen
Reaktion wurde das Pellet mit 40 pl versetzt, im Falle einer préparativen Reaktion mit 3 ml.

Fur eine nachfolgende Reinigung mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Ni-NTA)
des im préparativen Malistab exprimierten Proteins wurde das Solubilsat dreimal gegen je 1 |
Puffer mit 50 mM Natriumphosphat pH 4; 10 mM SDS bei Raumtemperatur dialysiert. Der
niedrige pH-Wert wurde gewahlt, um Cysteine im reduzierten Zustand zu halten. Nun wurde
das Dialysat fur 30 min bei 13000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend

wurde, wenn nicht anders angegeben, eine IMAC wie unter 3.4.3. beschrieben, durchgefuhrt.

3.5.2. Losliche Expression

Der Uberstand der Zentrifugation (Kapitel 3.5.) wurde fiir die nachfolgende Reinigung mittels
Metallchelat-Affinitdtschromatographie Uber Ni-NTA S&ulenmaterial gegen einen Puffer
(Bindepuffer) mit 50 mM Natrimphosphat pH 8; 0,1 % (w/v) Brij 35; 5 mM GSH; 1 mM
GSSG dialysiert. Die Dialyse erfolgte durch zweimaligen Pufferwechsel gegen das 500 fache
Volumen ber Nacht bei 4 °C. Anschlielend wurde die Probe zentrifugiert (30 min,
13000 rpm, 4 °C) und der Uberstand zur Reinigung verwendet. Zur Elution wurde ein Puffer
mit 50 mM Natrimphosphat pH 8; 0,1 % (w/v) Brij 35; 5 mM GSH; 1 mM GSSG; 500 mM
Imidazol verwendet. Die Reinigung tber die Ni-NTA wurde prinzipiell wie unter Punkt 3.4.3.
beschrieben, durchgefiihrt.

Um eine Reduktion nicht gebundener Ni-lonen durch GSH zu verhindern, mussten diese zu-
néchst vor der Reinigung durch mehrere Waschschritte mit Wasser (20 SV), GSH/GSSG-
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freiem Elutionspuffer (10 SV) und GSH/GSSG-freiem Bindepuffer (20 SV) von der Séule

entfernt werden.

3.6. Isolierung und Reinigung der T7-Polymerase

Zur Reinigung der T7-Polymerase wurden die resuspendierten Zellen aus 3.3.1.2. bei Raum-
temperatur aufgetaut und durch Passieren einer French® Press mit 2,3 kbar aufgeschlossen.
Zelltrimmer und 16sliche Fraktion wurden in einem Zentrifugationsschritt (20000 x g,
30 min, 4 °C) separiert. Die l6sliche Fraktion (Uberstand) wurde fiir eine Anionenaus-
tauschchromatographie (Q-Sepharose) eingesetzt. Dafur wurde das Sadulenmaterial (~ 40 ml)
zuvor mit 200 ml Aquilibrierungspuffer (30 mM Kaliumphosphat pH 8,0; 1 mM EDTA,
50 mM NaCl; 5 % Glyzerin; 10 mM B-Mercaptoethanol) aquilibriert. Anschlielend wurde
der Uberstand der Zentrifugation auf das Saulenmaterial aufgetragen. Es folgte ein Wasch-
schritt mit 100 ml Aquilibrierungspuffer. Die Elution erfolgte durch einen Salzgradienten von
50-500 mM NaCl in Aquilibrierungspuffer tiber 100 min bei einer Flussrate von 4-5 ml/min.

3.7. Proteinanalytik

3.7.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen und die Abschatzung ihrer Molekulargewichte erfolgten
durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode von Laemmli
(Laemmli 1970). Das im Probenpuffer und Gel enthaltene stark anionische Detergenz SDS
bindet und denaturiert die Proteine, sodass die entstehenden SDS-Protein-Komplexe eine ne-
gative Nettoladung erhalten. Somit unterscheiden sich die verschiedenen Proteine nicht mehr
durch ihre Ladung sondern lediglich durch ihre GrofRe. Man unterscheidet zwischen nicht-
reduzierender und reduzierender SDS-PAGE, wobei bei letzterer Methode ein Reduktions-
mittel (100 mM DTT oder B-Mercaptoethanol) im Probenpuffer enthalten ist, um Disulfid-

briicken vollstandig zu reduzieren.

3.7.1.1. SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen

Fur Standardanalysen wurden Vertikalgele (8 cm x 10 cm x 0,75 mm) mit 10- oder
12,5 %igen Trenngelen eingesetzt. Die Proben wurden 1:1 mit 2x SDS-Probenpuffer (6 M
Urea) versetzt und fir 30 min bei 60 °C inkubiert. Die Elektrophorese wurde bei 30 mA pro

36



3 METHODEN

Gel und 200 V fur 50-60 min durchgefuhrt. Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine
wurde das Gel in Coomassie-Farbelésung inkubiert.

Um Molekulargewichtsunterschiede zwischen den einzelnen Glykosylierungsvarianten von
hPATL1 zu untersuchen, wurden 7,5 %ige Vertikalgele (10 cm x 10 cm x 0,75 mm) verwendet.
Die Elektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 20 mA/Gel, 200 V,
2 h. Anschlieend wurde das Laufverhalten der Varianten in Western Blot-Experimenten

analysiert.

3.7.1.2. SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen

Zur Analyse der Disulfidverbriickung in hPAT1 wurde die Mobilitat der verschiedenen Pro-
teinvarianten im SDS-Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen mit der unter reduzieren-
den Bedingungen verglichen. Ein schnelleres Laufverhalten einer Variante unter nicht-redu-
zierenden Bedingungen kann durch eine kompaktere Struktur, die durch Ausbildung einer
Disulfidbriicke entsteht, erklart werden.

Fur diese Untersuchung wurden die verschiedenen Proteinvarianten von hPATL1 in X. laevis
Oozyten exprimiert. Finf Tage nach Injektion wurden pro Variante je 20 Oozyten mit 400 pl
Lysispuffer versetzt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren lysiert. Nach einem Zen-
trifugationsschritt (15 min, 16000 x g, 4 °C) wurde der Uberstand mit 50 mM lodacetamid
versetzt. Die dadurch stattfindende irreversible Carbamoylmethylierung der Thiolgruppen
verhindert weitere Reaktionen mit freien Thiolen wahrend der Probenaufbereitung. Nachdem
der Uberstand in zwei gleich groRe Aliquots aufgeteilt wurde, wurde eine Probe mit 100 mM
DTT und die andere mit entsprechender Menge Wasser versetzt. Beide Proben wurden 1:1
mit nicht-reduzierendem 2x SDS-Probenpuffer (8 M Urea) versetzt und sofort auf ein
7,5 %iges SDS-Gel (10 cm x 10 cm x 0,75 mm) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
20 mA/Gel und 200 V fiir 2 h durchgefiihrt.

3.7.2. Western Blot

Fur die Western Blot-Analyse wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mit dem
Semidry-blotting Verfahren nach Khyse-Anderson (Kyhse-Andersen 1984) auf eine Poly-
vinylidendifluorid- (PVDF) Membran Ubertragen. Vor Benutzung wurde die Membran fur
30 sec in Methanol aquilibriert und anschlieRend fir mindestens 15 min in Wasser inkubiert.
Die Membran wurde kurz mit Transferpuffer benetzt und unter das Gel zwischen drei Lagen
Whatman-Papier gelegt. Danach erfolgte der Transfer fir 90 min bei einer Stromstarke von

2 mA/cm? und 40 V. AnschlieRend wurde die Membran fir 1-2 Minuten mit Ponceau-
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Féarbeldsung inkubiert. Die angefarbten Markerbanden wurden nachgezeichnet. Die Detektion
der transferierten Proteine erfolgte Uber spezifische Antikdrper-Reaktionen. Dazu wurde die
Membran zunéchst fur 30 min in 5 % Milchpulver (w/v) in TBT-Puffer (5 % Milchpul-
ver/TBT) geblockt. Nach tiber Nacht Inkubation der Membran mit dem primaren Antikdrper
in der jeweils geeigneten Konzentration (Tab. 3.5) in 5 % Milchpulver/TBT bei 4 °C folgten
drei Waschschritte mit TBT-Puffer flr jeweils 10 Minuten. Danach wurde fur eine Stunde bei
4 °C mit dem HRP- (horseradish peroxidase) konjugierten sekundaren Antikorper in 5 %
Milchpulver/TBT inkubiert. Die Membran wurde nun erneut fir 5 x 10 min mit TBT-Puffer
gewaschen. Die Detektion erfolgte durch Chemilumineszenz. Dafiir wurden ECL-L6sung 1
und 2 im Verhaltnis 1:1 gemischt und fir 1 min auf die Membran gegeben. Danach wurden
die mit ECL-L6sung inkubierten Membranen je nach Signalstérke fur 5 sec bis 2 h auf Ront-

genfilme aufgelegt.

Tab. 3.5 Eingesetzte Konzentration der verwendeten Antikdrper in der Western Blot-Analyse

Antikorper Eingesetzte Konzentration
anti-HA Antikorper aus Maus 1:1000

anti-His Antikorper aus Maus 1:1000

anti-hPAT1-PEP1 Antikorper aus Kaninchen 1:2000

anti-hPAT1-PEP2 Antikorper aus Kaninchen 1:2000

HRP-konjugierter anti-Kaninchen Antikdrper aus 1:2000

Ziege

HRP-konjugierter anti-Maus Antikdrper aus Ziege 1:2000

HRP-konjugierter anti-T7 Antikorper aus Maus 1:10000

3.7.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinlésungen wurde spektrometrisch ermittelt. Die Absorption der
verdunnten Losung eines Proteins bei einer Wellenldange von 280 nm entspricht nach dem

Lambert-Beerschen Gesetz einer definierten Konzentration:

Asgo=¢€x0-C-d Aogy  Absorption bei 280 nm
£50  Extinktionskoeffizient bei 280 nm in Mt . cm™
c Proteinkonzentration in M

d Schichtdicke der Kiivette in cm
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Der jeweilige Extinktionskoeffizient wurde mittels ProtParam
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) nach der Methode von Gill und von Hippel
(Gill & von Hippel 1989) berechnet.

3.7.4. Massenspektrometrische Analyse

Die Massenspektrometrische Analyse von Proteinproben wurde von Frau Dr. Schierhorn
(Max-Planck-Forschungsstelle fir Enzymologie der Proteinfaltung) bzw. von Herrn Dr. Ihling
(Institut fir Pharmazie, MLU Halle) durchgefiihrt. Die zu analysierenden Proben wurden
einer SDS-PAGE unterzogen. Das Gel wurde mittels Coomassielésung angefarbt und ent-
sprechende Proteinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten. Es folgte ein Proteaseverdau
mit Trypsin allein oder mit einem Gemisch aus Trypsin und GluC und die Analyse der Frag-
mente. Der Grund flr den Einsatz eines Proteasegemisches war, dass Trypsin allein fur
hPATL sehr groRBe Peptide liefert, die schwer detektierbar sind. Die Proben wurden sowohl
mit MALDI-MS (Matrixassistierte Laserdesorptions/losinations-Massenspektrometrie) als

auch mit ESI-MS (Elektronen-sprayionisations-Massenspektrometrie) untersucht.

3.7.5. Circulardichroismus-Spektroskopie

Zur Analyse der Sekundarstruktur der exprimierten Proteine wurden Fern-UV-CD Spektren
im Wellenléngenbereich von 190 nm bis 260 nm aufgenommen. Die Spektren wurden bei
einer Proteinkonzentration von 130 pg/ml in einer 1 mm Quarzglaskivette bei 20 °C aufge-
nommen. Von den Proteinspektren wurde das entsprechende Pufferspektrum abgezogen. Die
gemessenen Signale (Elliptiziti®) wurden in molare ElliptiZien (®mrw) umgewandelt
(Gl. 3.2), die sich auf das durchschnittliche Molekulargewicht einer Aminoséure des Proteins
bezieht.

o - 9100 MW Gl 3.2
MRW — C'd'NA ( : )

Omrw molare Elliptizitét in deg - cm? - dmol™

] gemessene Elliptizitét in deg

MW Molekulargewicht in Da

c Proteinkonzentration in mg/mi

d Schichtdicke in cm

Na Anzahl der Aminosauren
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3.8. Transportstudien

3.8.1. Transportuntersuchungen an transfizierten HRPE-Zellen

Die Transportaktivitat von hPAT1 und den verschiedenen Varianten wurde durch Aufnahme
von Tritium-markiertem L-Prolin (L-[2,3-*H]Prolin) in HRPE-Zellen quantifiziert. Die Mes-
sungen wurden 21 h nach Transfektion mit den Expressionsplasmiden pSPORT-hPAT1 oder
PSPORT-HA-hPAT1 in 24 well Platten durchgefiihrt. L-[2,3-*H]Prolin (49 Ci/mmol) wurde
in einer Konzentration von 20 nM im Aufnahmepuffer eingesetzt.

Zunéchst wurde das Medium abgesaugt und zweimal mit Spilpuffer gewaschen. Dann wur-
den 300 pl/well Aufnahmepuffer auf die Zellen gegeben und fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung abgenommen und die Zellen wurden viermal mit
eiskaltem Spilpuffer gewaschen. Um die Zellen zu lysieren, wurden 500 pl/well Lysispuffer
fur mindestens 15 min zugegeben. Die Zellen wurden mechanisch resuspendiert und in Szin-
tillationsréhrchen Gberfihrt. Nach Zugabe von 2,8 ml Szintillationsflussigkeit wurden die
Proben fur 25-30 Sekunden gevortext und in einem Flussigszintillations-Counter Tri-Carb-
2100 bei RT vermessen. Als Standard wurden 25 pl Aufnahmepuffer mit 2,8 ml Szintil-
lationsflissigkeit versetzt und analog zu den Proben behandelt und vermessen.

Um den Einfluss von DTT auf die Transportfunktion von hPAT1 zu untersuchen, wurden
transfizierte HRPE-Zellen vor der Transportmessung fur 20 min in DTT-haltigem Puffer
(25 mM HEPES/Tris pH 7,5; 140 mM NacCl; 5,4 mM KCI; 1,8 mM CacCl,; 0,8 mM MgSQy;
5mM Glukose; 10 mM DTT) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transportuntersuchung
wie oben beschrieben, nur mit der Ausnahme, dass der Aufnahmepuffer und Spulpuffer
10 mM DTT enthielten. Die erzielten Daten wurden wie unter Punkt 3.11. beschrieben aus-

gewertet.

3.8.2. Transportuntersuchungen an injizierten Xenopus laevis Oozyten

Fur Transportmessungen wurde die Zwei-Elektroden-Spannungsklammer-Technik 5 bis 6
Tage nach cRNA-Injektion bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die fur die Messung bendtig-
ten Kapillaren wurden aus Borosilikat-Glas gezogen und mit einer 3 M KCI-Losung geflit.
Der Widerstand der Messelektroden lag zwischen 0,8 und 1,4 2 . Wéhrend der Messung
wurde die Oozyte in einer Durchflusskammer unter kontinuierlichem Fluss mit einer modifi-
zierten Oozyten-Ringerlosung (ORi PAT pH 6,5) umspilt. Alle Messungen wurden bei einem

Membranpotential von —60 mV durchgefiihrt. Zur Messung der Transportaktivitat wurde fur
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die Dauer einer Aufzeichnungsspur (6 Sekunden) die gewiinschte Substanz in ORi PAT
pH 6,5 appliziert. Schnelle und reproduzierbare Lésungswechsel wurden durch mehrere
Computer-gesteuerte Magnetventile erreicht, die ein modifiziertes U-Rohr-System kontrol-
lieren (Bretschneider & Markwardt 1999). Die erzeugten Strdme wurden durch einen Span-
nungsklemmenverstarker (OC-725C, Hamden, USA) verstarkt.

Um die pH-Abhéangigkeit der Transportaktivitat zu ermitteln, wurden Glyzin-Lésungen ver-
schiedener pH-Werte (5,0-8,0) appliziert (10 mM Mes/Tris oder HEPES/Tris; 100 mM NacCl;
1 mM MgCl,; 1 mM CaCly; 2 mM KCI; 20 mM Glyzin). Fir die Ermittlung der Michaelis-
Konstante wurde der Strom in Gegenwart verschiedener Glyzin-Konzentrationen (0-100 mM)
in ORi PAT pH 6,5 bestimmt. Um den Einfluss des reduzierenden Reagens DTT auf die
Transportfunktion von hPAT1 zu analysieren, wurden cRNA-injizierte Oozyten vor der
Transportmessung fur 20 min in DTT-haltigem Barth-Medium (10 mM DTT) bei Raumtem-
peratur inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Transportuntersuchung wobei die Oozyten-
Ringerlosung (ORi PAT pH 6,5) ebenfalls 10 mM DTT enthielt. Die erzielten Daten wurden
wie unter Punkt 3.11. beschrieben ausgewertet.

3.9. Immunfluoreszenz-Mikroskopie

3.9.1. Immunfluoreszenz-Untersuchung an transfizierten HRPE-Zellen

Immunfluoreszenz-Untersuchungen an transfizierten HRPE-Zellen wurden sowohl in 6 well
Platten mit Deckgléaschen als auch in BD Falcon™ Culture Slides durchgefihrt. Fir die Kul-
tivierung in 6 well Platten wurden vor der Zellaussaat Deckgléschen in 70 %igem Ethanol
gespult, abgeflammt und in die wells gelegt.

Alle folgenden Arbeits- und Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.
21 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Zum Fixieren
und Permeabilisieren wurden die Zellen mit eiskalter Fixierldsung (4 % PFA; 0,05 % Triton
X-100 in PBS) fur 20 min inkubiert. Danach wurde zweimal mit PBS gewaschen und fir
5 min mit 0,1 M NH4CI in PBS inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wur-
den die Praparate mit 5 % BSA in PBS fir 10 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inku-
bation mit dem priméren Antikorper (polyklonaler anti-HA Antikdérper aus Kaninchen, 1:1600
in 5 % BSA/PBS, 2 h in feuchter Kammer). Nachdem dreimal flr je 5 min mit PBS gewa-
schen wurde, erfolgte die Inkubation mit dem sekundéren Antikérper (Alexa Fluor® 488 anti-
Kaninchen Antikorper, 1:500 in 5 % BSA/PBS, 1 h in dunkler feuchter Kammer). Nach drei
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weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Zellkerne mit DAPI angefarbt (10 pg/ml in
PBS, 10 min im Dunkeln). Bei Verwendung von Deckglaschen in 6 well Platten wurden
zun&chst 100 ul CitiFluor Montageldsung auf einen Objekttrdger gegeben. Danach wurden
die Deckgléaschen vorsichtig aus den wells mit einer Pinzette entnommen und mit der Zellseite
nach unten auf den Objekttrager gelegt. Im Fall der BD Falcon™ Culture Slides wurden die
Kammern vom Objekttrager gel6st, 150 pl CitiFluor Montagelésung je Probenbereich zuge-
geben und ein Deckgléschen darauf gelegt. Die Immunfluoreszenzpraparate wurden zum Aus-
hérten Gber Nacht im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Die Auswertung erfolgte an einem konfo-

kalen Laser-scanning Mikroskop.

3.9.2. Immunfluoreszenz-Untersuchung an injizierten Xenopus laevis Oozyten

Die Praparation der Oozyten erfolgte 5-6 Tage nach Injektion in 24 well Platten. Je Proteinva-
riante wurden 10 Oozyten prapariert. Zundchst wurden die Oozyten zur Fixierung in einer
Ethanol/Essigséure-LAsung (95:5 (v/v)) fur 1,5 h bei 4 °C inkubiert. Danach wurde einmal
kurz und dreimal fir je 15 min mit 5 % BSA in PBS (BSA/PBS) gewaschen. Nun erfolgte die
Inkubation mit dem priméaren Antikdrper (polyklonaler anti-HA Antikérper aus Kaninchen,
1:1600 in BSA/PBS, uber Nacht in feuchter Kammer oder polyklonaler anti-hPAT1-PEP2
Antikorper aus Kaninchen, 1:1000 in BSA/PBS, Uber Nacht in feuchter Kammer bei 4 °C).
Nun wurde wieder einmal kurz und dreimal flr je 15 min mit BSA/PBS gewaschen. Darauf-
hin erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (Alexa Fluor® 488 anti-Kaninchen
Antikorper, 1:500 in BSA/PBS) im Dunkeln fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach
einem kurzen und vier weiteren Waschschritten a 10 min mit BSA/PBS wurden die Oozyten
auf einen Objekttrager mit Vertiefung tberfuhrt und mit CitiFluor Montageldsung und einem
Deckglaschen luftblasenfrei bedeckt. Die Praparate wurden zum Ausharten Uber Nacht bei
4 °C gelagert. Die Auswertung erfolgte an einem konfokalen Laser-scanning Mikroskop.

Fluoreszenzintensitaten wurden mit Hilfe der Aida 2.1 Image Software (Raystad, Strauben-
hardt) analysiert. Dafuir wurden 11 gleich groRe Membransegmente einer Oozyte quantifiziert.

Es sind Mittelwerte einschlie3lich Standardfehler von 5-6 Oozyten dargestellt.

3.10. Biotinylierung freier SH-Gruppen

Fur die Biotinylierung freier SH-Gruppen von Proteinen wurde das Maleimid-PEG3;-Biotin
Reagens verwendet. Die Maleimidgruppe, die durch einen langen hydrophilen Polyethy-

lenglykol-spacer mit einem Biotinmolekul verbunden ist, reagiert im pH-Wert Bereich von
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6,5-7,5 spezifisch mit freien (reduzierten) Sulfhydrylgruppen unter Ausbildung einer Thio-
etherbindung. Das Biotinmolekil bindet mit einer hohen Affinitat an Avidin oder Strepta-
vidin. So kénnen Proteine, die durch das Maleimid-PEGy;-Biotin Reagens markiert wurden,
durch Bindung an immobilisiertes Avidin, Streptavidin oder Neutravidin isoliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Biotinylierungsversuche ausschlie3lich an Xenopus laevis
Oozyten durchgefihrt. Finf Tage nach cRNA-Injektion wurden pro Proteinvariante 20 Oo-
zyten mit 0,5 mg/ml Maleimid-PEG;;-Biotin in Biotinylierungspuffer (5 mM HEPES/NaOH
pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM KCI; 1 mM CaCly; 1 mM MgCl,) flr eine Stunde bei 4 °C
inkubiert. Danach wurde sechsmal flr je 5 min bei Raumtemperatur mit Biotinylierungspuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 20 pl/Oozyte Lysispuffer durch mehrfaches
Auf- und Abpipettieren lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (15 min, 16000 x g, 4 °C) und
der Uberstand in ein frisches ReaktionsgefaR tiberfithrt. 10 pl wurden fiir eine Western Blot-
Analyse mit 50 pl SDS-Probenpuffer versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C
gelagert (Lysatprobe). 350 pl des restlichen Uberstandes wurden mit 50 pl Neutravidin
Agarose beads gemischt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Neutravidin Agarose beads
wurden zuvor dreimal mit 200 pl Lysepuffer gewaschen. Am nachsten Tag wurden die
Reaktionsgefake kurz zentrifugiert (1 min, 16000 x g), die Uberstande abgenommen und die
beads dreimal mit 200 pl Lysispuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
Lysispuffer durch 30 pl 2 x SDS-Probenpuffer (6 M Urea) ersetzt. Zur Elution der gebunde-
nen Proteine wurden die beads fiir 20 min bei 95 °C inkubiert. Anschlieend wurden 5 pl der
Lysatprobe und 30 ul des Eluats fir eine nachfolgende Western Blot-Analyse auf ein
10 %iges SDS-Gel aufgetragen.

3.11. Deglykosylierung

Fur die enzymatische Deglykosylierung von Glykoproteinen wurde die Peptid: N-Glyko-
sidase F (PNGase F) verwendet. Dieses Enzym spaltet zwischen dem Asparagin und der
innersten Zuckerkomponente von N-Glykanen, dem N-Acetylglucosamin. Da die Spezifitét
dieses Enzyms bezliglich des Glykans sehr gering ist, eignet sich die PNGase F besonders gut
um Zuckerketten unbekannter Zusammensetzung abzuspalten.

Um den Glykosylierungsstatus von hPAT1 zu untersuchen, wurden verschiedene Proteinva-
rianten in Oozyten exprimiert. Funf Tage nach Injektion wurden pro Variante je 20 Oozyten

mit 400 pl Lysispuffer versetzt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren lysiert. Das
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Lysat wurde zentrifugiert (15 min, 16000 x g, 4 °C) und der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal Gberfiinrt. 16 pl des Uberstands wurden mit 2 pl PNGase F (500 U/ul) und
2 ul G7-Puffer (NEB: 0,5 M Natriumphosphat pH 7,5) versetzt und bei 37 °C fur 3 h
inkubiert. Parallel wurde fur jede Variante ein zweiter Ansatz mitgefihrt in dem das Enzym
durch Wasser ersetzt wurde. AnschlieBend wurde der gesamte Ansatz mit 100 pl 2x SDS-
Probenpuffer (6 M Urea) versetzt. Fir eine Western Blot-Analyse wurden jeweils 5 pl auf ein
7,5 %iges SDS-Gel (10 x 10 cm) aufgetragen.

3.12. Datenauswertung

Die mathematische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Programme Microsoft®
Excel (Office 2007, Microsoft Cooperation, USA) und Sigma Plot (Version 10, Systat Soft-
ware GmbH, Erkrath).

Transportuntersuchungen an transfizierten HRPE-Zellen

Zur Bestimmung der Transportaktivitat von hPAT1 wurde die Aufnahme von Tritium-mar-
kiertem L-Prolin (L-[2,3-*H]Prolin) in HRPE-Zellen gemessen. Aus der gemessenen Radio-
aktivitat (dpm) wurde die Aufnahme von L-[2,3-*H]Prolin in [fmol/400000 Zellen pro
10 min] berechnet. Dabei entsprach der gemessene Standard einer Stoffmenge an
L-[2,3-*H]Prolin von 500 fmol. Zunachst wurde die Gesamtstoffmenge an L-[2,3-*H]Prolin

berechnet, die in 10 min von den Zellen aufgenommen wurde (Gl. 3.3).

Nstandard * Z Probe

Nprobe = 7 (Gl. 3.3)
Standard
Nprobe Stoffmenge an L-[2,3->H]Prolin in der Probe [fmol]
Nstandard Stoffmenge an L-[2,3-*H]Prolin im Standard [fmol]
Zprobe Radioaktivitat in der Probe [dpm]
Zstandard Radioaktivitat im Standard [dpm]

Danach wurde die berechnete Gesamtstoffmenge lber Gleichung 3.4 auf 400000 Zellen nor-
miert. Dies ergab die L-[2,3-*H]Prolin-Aufnahme in [fmol/400000 Zellen pro 10 min].

Nprope - 400000 Zellen

L-[2,3-*H]Prolin-Aufnahme = N (Gl. 3.4)
Nprobe Stoffmenge an L-[2,3-3H]Prolin in der Probe [fmol]
N bestimmte Zellzahl (vor Transfektion)
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Es wurden Mittelwerte einschlieRlich der Standardfehler aus vier Einzelmessungen (n = 4)

graphisch dargestellt.

Transportuntersuchungen an injizierten Xenopus laevis Oozyten
Die durch elektrophysiologische Messungen erzielten Daten wurden mittels einer am Julius-
Bernstein-Institut fir Physiologie (MLU Halle-Wittenberg) entwickelten Software gespeichert
und analysiert (SP-Analyzer von T. B6hm). Die Transportaktivitat ergab sich aus der Diffe-
renz der Strome in An- und Abwesenheit der applizierten Substanz. Die Messwerte sind je-
weils als Mittelwert + Standardfehler (S.E.M.) von 6 bis 8 Oozyten aus je zwei verschiedenen
Oozytenpraparationen dargestellt.
Zur Uberprifung der statistischen Signifikanz der Differenz von Mittelwerten wurde der
t-Test herangezogen. Das Signifikanzniveau a lag bei 0,01 bzw. 0,001. Die verwendeten
Symbole bei statistischen Auswertungen entsprechen folgenden P-Werten: * P < 0,01;
** P <0,001. Auswertungen mit P > 0,05 wurden als statistisch nicht signifikant Klassifiziert.
Zur Bestimmung der Affinitdt von Glyzin zum Transportsystem (Michaelis-Konstante,
Ki-Wert) wurde der induzierte Strom in Gegenwart verschiedener Glyzin-Konzentrationen
(0-100 mM) ermittelt. Mit Hilfe der Michaelis-Menten Gleichung (GIl. 3.5) wurden der K-
und der Imax-Wert berechnet.

Imax [NA] - S [mM]

AL = = TS (] (Gl. 3.5)
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4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

4.1. Rekombinante Expression von hPATL1 in E. coli

Da Membranproteine in ihrer natirlichen Umgebung oft in sehr geringen Konzentrationen
vorkommen, ist die heterologe Uberexpression eine wichtige Methode zur Gewinnung groRer
Proteinmengen. Sie stellt hdufig einen essentiellen Schritt in der Strukturaufklarung dar
(Grisshammer & Tate 1995). Aufgrund verschiedener Vorteile wie u.a. geringe Kosten,
einfache Manipulation, schnelles Zellwachstum und eine grof3e Auswahl an Expressionsvek-
toren und Stammen sollte der humane H'-Aminoséaure-Cotransporter hPAT1 im Rahmen
dieser Arbeit rekombinant in E. coli exprimiert werden. In diesem System kdnnen zwei ver-
schiedene Expressionsstrategien verfolgt werden: (1) funktionelle Expression des Membran-
proteins in die E. coli-Membran oder (2) Expression des Membranproteins als cytoplasmati-
sche Aggregate (Einschlusskorperchen oder inclusion bodies). Oft ist die funktionelle Expres-
sion jedoch mit toxischen Effekten fir die Wirtszelle verbunden und die resultierenden Pro-
teinmengen sind relativ gering (Bannwarth & Schulz 2003; Grisshammer & Tate 1995). Dies
kann durch Expression des Membranproteins als inclusion bodies umgangen werden. Im Ver-
gleich zur 16slichen Expression und Integration in die Membran kann die Expressionsrate
durch Expression als inclusion bodies um den Faktor 1000 bis 10000 erhoht werden (Kiefer
2003). Des Weiteren ermdglicht die inclusion body-Expression bessere Reinigungsergebnisse,
da die unléslichen Aggregate einfach zu isolieren sind und das exprimierte Protein meist eine
ihrer Hauptkomponente darstellt. Diese Vorteile sollten fiir die Expression des H™-Amino-
saure-Cotransporters hPAT1 genutzt werden. Diese Strategie wurde bisher fur viele l6sliche
(nicht-membransténdige) Proteine, jedoch recht selten fir Membranproteine angewendet.
Dennoch konnten bereits einige Membranproteine, wie z.B. der olfaktorischer G-Protein ge-
koppelte Rezeptor OR5 aus Ratte und der humane spannungsabhangige Anionenkanal
VDAC1 nach unldslicher Expression erfolgreich in ihre funktionelle Form renaturiert werden
(Bayrhuber et al. 2008; Kiefer et al. 1996).

Die Entwicklung und Optimierung von Expressionsprotokollen ist ein wichtiger und essen-
tieller Schritt bei der heterologen Uberexpression. So kénnen die Auswahl des E. coli Stam-
mes oder geringste Verdnderungen der Kultivierungsbedingungen einen groRen Einfluss auf
die Proteinausbeute haben (Junge etal. 2008; Wang etal. 2003). Eine der wichtigsten

Optimierungsmaoglichkeiten liegt in der Wahl des Expressionsvektors. Die groRe Vielfalt an

46



4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

Vektoren ermdglicht die Expression des Zielproteins mit verschiedenen tags am N- oder
C-Terminus, wodurch die Reinigung und Detektion erheblich erleichtert werden. Des
Weiteren besteht die Moglichkeit, das Zielprotein als N- oder C-terminales Fusionsprotein mit
anderen Proteinen zu exprimieren. Die Expressionsrate eines Proteins ist haufig von vielen
Faktoren abhangig und eine Vorhersage optimaler Expressionsbedingungen ist sehr
schwierig. Daher kann die Suche nach den idealen Expressionsbedingungen nur durch
systematisches Ausprobieren erfolgen und unter Umstanden sehr zeitaufwendig sein. Trotz
vieler Optimierungsmaoglichkeiten wird jedoch nicht jedes Gen in E. coli erfolgreich zur Ex-
pression gebracht. Dies kann u.a. durch die Instabilitdt der mRNA, durch eine ineffiziente
Translation der mRNA oder durch unterschiedliche codon usage von Herkunfts- und Wirts-
organismus begriindet werden (Grisshammer & Tate 1995; Jana & Deb 2005). Bereits expri-
miertes Protein kann auch durch Degradation durch Wirtsproteasen wieder abgebaut werden
oder eine toxische Wirkung haben, so dass die Wirtszellen absterben und eine Proteinpro-

duktion auf diesem Wege nicht gelingt.

4.1.1. Klonierung der hPAT1-cDNA in verschiedene E. coli-Expressionsvektoren

Um den humanen H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1 rekombinant in E. coli exprimieren
zu konnen, musste die DNA-Sequenz zunéchst in einen Expressionsvektor kloniert werden.
Dafir wurde die codierende Sequenz mittels PCR aus dem pSPORT1-hPAT1-Plasmid
(Metzner et al. 2008) amplifiziert und mit Hilfe der beschriebenen molekularbiologischen
Methoden in verschiedene Expressionsvektoren inseriert. Die fiir die Herstellung der jeweili-
gen Expressionskonstrukte verwendeten primer sind in Tabelle 2.16 des Material-Teils aufge-
fuhrt. Durch analytischen Restriktionsverdau und anschlieBende Sequenzierung wurde die
Richtigkeit der codierenden und angrenzenden Vektorsequenz bestétigt.

Tab. 4.1 Verwendete E. coli-Expressionskonstrukte und die damit verbundene Expressions-
strategie.

Expressionsvektor Expressionskonstrukt Expressionsstrategie

pET28a (His)e-hPAT1 Expression mit N-terminalem Histidin-tag

pET41b hPAT1-(His)s Expression mit C-terminalem Histidin-tag

PETSUMO adapt (His)s-SUMO-hPAT1 Expression als SUMO-Fusionsprotein
(N-terminal), N-terminaler Histidin-tag

pET21a T7-hPAT1-(His)1o Expression mit N-terminalem T7-tag und
C-terminalem Histidin-tag

pPET41b GST-hPAT1-(His)s Expression als N-terminales
GST-Fusionsprotein mit C-terminalem
Histidin-tag
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Originalsequenz 5" ATG TCC ACG CAG AGA CTT.. &
Primersequenz 5’..ATG TCA ACT CAA CGT CTT.. &
Expressionsklon 5 ATG TCA ACT CAA CGT CTT.. 3

Abb. 4.1 Klonierungsstrategie fir das hPAT1-(His)s-Konstrukt. Die primer-Sequenz enthélt stille
Mutationen um den Adenin/Thymin-Gehalt zu erhdhen. Der resultierende Expressionsklon ist
dargestellt. Eingefiihrte stille Mutationen sind rot hervor gehoben.

Um ein hohes Expressionsniveau zu erreichen und damit die Bildung von inclusion bodies zu
beginstigen, wurden Expressionsvektoren der pET-Serie verwendet. In diesen steht die Ex-
pression des Zielproteins unter der Kontrolle eines T7 Promoters. In Tabelle 4.1 sind die in
dieser Arbeit hergestellten und untersuchten Expressionskonstrukte und die damit verfolgten
Expressionsstrategien aufgefihrt.

Eine Besonderheit bei der Klonierung des hPAT1-(His)s-Konstrukts bestand in der Verwen-
dung eines speziellen 5°-primers. Aus der Literatur ist bekannt, dass insbesondere die Struktur
des 5°-Bereichs der mRNA einen grof3en Einfluss auf die Initiation der Translation hat (Puri
etal. 1999). Sekundarstrukturen in diesem Bereich kdnnen sich ungunstig auswirken. Um
potentielle Haarnadelstrukturen (hairpins) zu vermeiden, sollte durch Einfiihren von stillen
Mutationen der Anteil an Adenin und Thymin in den ersten 18 Basen nach dem Startcodon
erhoht werden. Der aus dieser Klonierungsstrategie resultierende Klon ist in Abbildung 4.1
dargestellt.

4.1.2. Expressionsstudien von hPAT1 mit N- oder C-terminalem Histidin-tag

Die Klonierung der codierenden Sequenz von hPAT1 in den Expressionsvektor pET28a er-
maoglichte die Expression des Transporters mit einem 6-fachen N-terminalem Histidin-tag
((His)e-hPAT1). Der Histidin-tag erleichtert nicht nur die Reinigung des Proteins ber eine
immobilisierte Metallionen-Affinitdtschromatographie, sondern kann auch fir Detektion ge-
ringster Mengen an exprimiertem Protein mittels Western Blot-Analyse (anti-His-tag Anti-
korper) genutzt werden. Um verschiedene Expressionsbedingungen zu testen, wurde die Pro-
teinexpression zunéchst im kleinen Malistab (50-100 ml) durchgefiihrt. Dafiir wurde das Ex-
pressionskonstrukt in diverse E. coli-Expressionstdmme transformiert. Die Expression des
Transporters wurde auBerdem bei unterschiedlichen Temperaturen getestet. Zudem wurde die
Induktion der Proteinexpression durch verschiedene IPTG-Konzentration variiert. Um eine

basale Expression vor Induktion zu vermeiden, wurde fur alle Expressionsanalysen
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LB-Medium verwendet, welches mit 1 % Glukose® versetzt wurde. In Tabelle 4.2 sind alle
getesteten Expressionsbedingungen aufgefiihrt.

Fur alle getesteten Bedingungen konnten sowohl im Coomassie-geférbten SDS-Gel als auch
in der Western Blot-Analyse keine charakteristischen Expressionsbanden im Bereich um
53 kDa beobachtet werden. Dennoch wurde mit dem Expressionskonstrukt (His)s-hPAT1 im
Stamm Rosetta™ (DE3) pLysS eine Fermentation bei 40 °C nach dem fed-batch Verfahren
durchgefihrt. Untersuchungen zur rekombinanten Expression des G-Protein gekoppelten Re-
zeptors Glucagon-like peptide-1-Rezeptor (GLP1-Rezeptor) haben gezeigt, dass unter Um-
stdnden nur mit Hilfe einer Fermentation genugend Zellmaterial und damit Zielprotein fir
eine Detektion im SDS-Gel produziert werden kann. Allerdings gelingt dies nur nach Anrei-
cherung durch eine inclusion body-Isolierung und anschlielender Reinigung mittels Affini-
tatschromatographie (Schréder-Tittmann 2009).

Die Kontrolle des Zellwachstums erfolgte durch stiindliche Messung der ODgoo Wahrend der
Zellkultivierung. Die zeitabhdngige Zunahme dieses Parameters ist in der Wachstumskurve in
Abbildung 4.2 dargestellt. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte bei einer ODggo VON
63 mit 1 mM IPTG. Vier Stunden nach Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet. Die Zellfeuchtmasse betrug 550 g. Aufféllig ist die starke Abnahme der optischen
Dichte kurz nach Induktion mit IPTG. Bis zum Ende der Fermentation sank die ODggq Stetig
bis auf einen Wert von 50. Ein Ubergang der Wachstumsphase in ein Plateau nach Induktion

ist ein charakteristisches Indiz fur die Produktion von Fremdprotein. Das Absterben der

Tab. 4.2 Getestete Expressionsbedingungen fur das Expressionskonstrukt (His)s-hPAT1. Die
Zellen wurden in LB-Medium, welches mit 1 % Glukose (w/v) versetzt wurde, kultiviert.

E. coli Stamm Temperatur IPTG-Konzentration
BI21 (DE3) pLysS 17 °C,25°C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM
BI21 (DE3) ¢" RIL 20°C,37°C,42°C 1 mM
BL21 (DE3) C41 17 °C, 25 °C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM
BL21 (DE3) C43 17 °C, 25 °C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM
42 °C 1mM
Rosetta™ (DE3) pLysS 17°C, 25°C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM
42 °C 1mM
HMS 174 (DE3) 37°C 1mM
BI21 Star™ (DE3) 17 °C, 25 °C, 37 °C 1mM

& Wenn die Glukosekonzentration im Medium abnimmt, wird eine andere Kohlenstoffquelle wie z.B. Glyzerol
verwendet. Dadurch wird die cCAMP-Konzentration innerhalb der Zelle erhéht, wodurch die Transkription der T7
RNA-Polymerase stimuliert wird (Grossman et al. 1998). Eine basale Expression vor Proteininduktion, ausgeldst
durch Glukose-Mangel im Medium, kann gerade bei toxischen Proteinen wie Membranproteinen zur Plasmid-
instabilitat fuhren.
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Abb. 4.2 Wachstumskurve von Rosetta™ (DE3) pLysS mit dem Expressionskonstrukt (His)e-
hPAT1 wahrend der Fermentation im Hefeextrakt VVollmedium bei 40 °C.

Zellen nach Induktion ist charakteristisch fur die Expression von toxischen Proteinen und
konnte auch bei der Expression von anderen Membranproteinen beobachtet werden (Miroux
& Walker 1996).

Fur eine inclusion body-Praparation wurden 290 g Zellen mittels Hochdruckdispersion aufge-
schlossen. 1,3 g inclusion bodies wurden tber Nacht solubilisiert und anschlieBend tber eine
Affinitatschromatographie (Ni-NTA) aufgereinigt. Im Coomassie-gefarbten SDS-Gel konnte
keine Proteinbande in den Elutionsfraktionen beobachtet werden. Im Western Blot jedoch ist
in Elutionsfraktion drei eine Bande im Bereich des 50 kDa Molekularmassenstandards er-
kennbar (Abb. 4.3 A). Die diffuse Bande bei ~ 35 kDa konnte eine verkiirzte Proteinvariante

A B
IB D W2 W4 E2 E3 E4 E5 EG6 D W E1 E2 E3 E4 E5
66 _ 66 — -
45 — - 45 — ] -
30 — L 30 — . -
> .

Abb. 4.3 Reinigung von (His)s-hPAT1 mittels Ni-NTA. Fur die zuvor erfolgte Solubilisierung
wurden (A) 1,3 g inclusion bodies und (B) 4,4 g inclusion bodies verwendet. 1B — inclusion body-
Isolat, D — Durchlauf, W — Waschfraktion, E — Elutionsfraktion. Die Detektion erfolgte durch Western
Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper.
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darstellen. Um die Ausbeute an affinitatsgereinigtem (His)s-hPATL zu erhéhen, wurden nun
4,4 g inclusion bodies fir eine Solubilisierung mit anschlie3ender Affinitdtschromatographie
(Ni-NTA) eingesetzt. Aber auch hier konnte im SDS-Gel keine spezifische Bande im Bereich
um 50 kDa erkannt werden. Erst im Western Blot wurden in drei Elutionsfraktionen Protein-

banden im erwarteten Molekularmassenbereich detektiert (Abb. 4.3 B).

Da auf diesem Weg ebenfalls nur unzureichende Proteinausbeuten erhalten wurden, wurde im
Folgenden der Einfluss der Position des His-tag untersucht. Dazu wurde die codierende Se-
guenz nun in den Expressionsvektor pET41b kloniert, der die Expression des Transporter-
proteins mit einem 8-fachen C-terminalem Histidin-tag (hPAT1-(His)g) ermdglicht. Zusatz-
lich wurde der 5°-Bereich der cDNA hinsichtlich potentieller Sekundérstrukturen in der
MRNA optimiert. Um dieses Konstrukt auf Expression zu testen wurde es in verschiedene
E. coli Stdimme transformiert. Alle getesteten Kultivierungsbedingungen sind in Tabelle 4.3
zusammengefasst. Jedoch konnte sowohl im Coomassie-gefarbten SDS-Gel als auch im
Western Blot fir keine Bedingung eine charakteristische Expressionsbande im erwarteten
Molekularmassenbereich beobachtet werden. Dennoch wurde aus den zuvor erwéhnten Griin-
den eine fed-batch Fermentation des Expressionskonstrukts im E. coli Stamm HMS 174
(DE3) bei 37 °C durchgefuhrt. Daraufhin folgte eine inclusion body-Isolierung aus 200 g
Zellen mit anschlieRender Solubilisierung und Reinigung des exprimierten Proteins tber eine
Affinitatschromatographie (Ni-NTA). In den Elutionsfraktionen konnte jedoch kein Protein

nachgewiesen werden.

Tab. 4.3 Getestete Expressionsbedingungen fur das Expressionskonstrukt hPAT1-(His)s. Allen
Kultivierungsmedien wurde 1 % Glukose (w/v) zugesetzt.

E. coli Stamm Temperatur IPTG-Konzentration  Medium
BI21 (DE3) pLysS 17 °C, 25°C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM LB-Medium
BI21 (DE3) ¢” RIL 20°C,37°C,395°C 1mM LB-Medium
BI21 (DE3) C41 17 °C, 25 °C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM LB-Medium
BI21 (DE3) C43 17 °C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM LB-, TB-und
2xYT-Medium
25°C 0,1 mM; 1 mM LB-Medium
39,5°C 1 mM LB-Medium
Rosetta™ (DE3) 17 °C, 25 °C, 37 °C 0,1 mM; 1 mM LB-Medium
pLysS 39,5°C 1mM LB-Medium
HMS 174 (DE3) 20°C,37°C,395°C 1mM LB-Medium
Bl21 Star™ (DE3) 17 °C, 25 °C, 37 °C 1 mM LB-Medium
T7 Express (DE3) 37°C 1mM LB-Medium
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4.1.3. Expression von hPAT1 mit N-terminalem T7-tag

Ein kritischer Schritt in der Proteinexpression stellt die Initiation der Translation dar. Diese ist
stark von den ersten Codons der zu translatierenden mRNA abhéngig. Codon-optimierte
N-terminale tags konnen die Initiation der Translation unter Umstédnden erleichtern. Der
T7-tag besteht aus 11 Aminosduren, die durch eine Sequenz aus dem 5° untranslatierten Be-
reich vom Genl0 des T7 Bakteriophagen kodiert sind. Dieses Gen kodiert ein Capsidprotein
des Bakteriophagen. Durch Klonierung der Transporter DNA-Sequenz in den pET21a-Vektor,
kann das Protein mit einem N-terminalen T7-tag und einem C-terminalen 10-fach Histidin-
tag exprimiert werden. Auch fur dieses Konstrukt erméglicht der Histidin-tag die Reinigung
des Transporters Uber eine Affinitatschromatographie (Ni-NTA). Zudem kdnnen sowohl der
His-tag als auch der T7-tag zur Detektion in einer Western Blot-Analyse genutzt werden
(anti-His-tag Antikorper und anti-T7-tag Antikorper). Ein erster Expressionstest dieses
Konstrukts in E. coli BI21 (DE3) ¢* RIL bei 37 °C und 42 °C in LB-Medium (+ 1 % Glukose
(w/v)) zeigte nach Induktion mit 1 mM IPTG zusatzliche Expressionsbanden im Vergleich
zur Probe vor Induktion (Abb. 4.4 A). Daraufhin wurde eine Fermentation dieses Expres-
sionsklons bei 37 °C durchgefiihrt. Western Blot-Untersuchungen des Gesamtzelllysats von
Proben nach Proteininduktion zeigen auch hier deutlich zusatzliche Expressionsbanden im
Molekularmassenbereich um 50 kDa (Abb. 4.4 B und C). Aus 200 g Zellen wurden inclusion
bodies isoliert und anschlielend solubilisiert. In den Elutionsfraktionen der nachfolgenden
Affinitatschromatographie konnten im Coomassie-gefarbten SDS-Gel keine Banden beob-
achtet werden. Die Western Blot-Analyse zeigte, dass sich ein Grofteil des Proteins im
Durchlauf befand und nicht an das Saulenmaterial gebunden hatte (Abb. 4.5 A).
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Abb. 4.4 Gesamtzelllysatproben aus der Expression von T7-hPAT1-(His), in E. coli BI21 (DE3)
¢" RIL. (A) Expressionstest bei 37 und 42 °C. (B und C) Fermentation im Hefeextrakt VVollmedium
bei 37 °C. Die Detektion erfolgte durch Western Blot-Analyse mittels (A und B) anti-T7 Antikoper
und (C) anti-His Antikorper. n.i. — Zelllysatprobe vor Induktion; 2h, 4h — Zelllysatprobe 2h bzw. 4h
nach Induktion.
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Abb. 4.5 Reinigung von T7-hPAT1-(His);, mittels Ni-NTA (A) in Abwesenheit von Harnstoff
und (B) in Anwesenheit von 8 M Harnstoff. IB — inclusion body-Isolat, D — Durchlauf, W — Wasch-
fraktion, E — Elutionsfraktion. Die Detektion erfolgte durch Western Blot-Analyse mittels anti-T7
Antikdrper.

Eine mogliche Erklarung fir dieses Phdnomen waére, dass der C-terminale Histidin-tag nicht
frei zuganglich war und daher nicht an das Ni-NTA-S&ulenmaterial binden konnte. Um das
Protein vollstandig zu entfalten, wurde der gesammelte Durchlauf mit 8 M Harnstoff versetzt
und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Losung erneut mit Ni-NTA-
Saulenmaterial inkubiert. Der Western Blot von Fraktionen dieser zweiten Affinitatschroma-
tographie ergab, dass diesmal ein Grofdteil an Produkt an das Material gebunden hatte (Abb.
4.5 B). Jedoch war die Gesamtausbeute zu gering, sodass man auch fur dieses Expressions-
konstrukt kein Protein in den Elutionsfraktionen im Coomassie-gefarbten SDS-Gel detektie-

ren konnte.

4.1.4. Expressionsstudien von hPAT1 mit N-terminalen Fusionsproteinen

Eine Begunstigung der Initiation der Translation kann auch durch Fusion eines gut in E. coli
exprimierenden Proteins an den N-Terminus des Zielproteins erreicht werden. Daher wurde
im Rahmen dieser Arbeit sowohl die Fusion von hPAT1 mit dem SUMO-Protein als auch mit

der Glutathion-S-Transferase (GST) auf Expression untersucht.

Das Expressionskonstrukt (His)s-SUMO-hPAT1

Durch Insertion der codierenden Sequenz des Transporters in den pETSUMO adapt Vektor
konnte das Protein mit einem 6-fachen Histidin-tag gefolgt vom SUMO-Protein (Small
Ubiquitin-like Modifier) am N-Terminus exprimiert werden. Ein groBer Vorteil dieses Ex-
pressionssystems liegt in der Abspaltbarkeit des Fusionspartners (His-SUMO). Die SUMO-

Protease erkennt nicht, wie andere Proteasen, die Konsensussequenz einer Schnittstelle,
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sondern hochspezifisch die Tertidrstruktur des SUMO-Proteins und liefert so das Zielprotein
mit einem nativen N-Terminus. Zudem besteht nicht die Gefahr, dass die Protease zusétzlich
innerhalb der Sequenz des Zielproteins schneidet.

Fur die Expression dieses Konstrukts wurden die in Tabelle 4.4 aufgefuhrten Bedingungen
getestet. Fir keine Bedingung konnte eine spezifische Expressionsbande detektiert werden.
Daher wurde eine Fermentation des Konstrukts (His)s-SUMO-hPATL in E. coli BI21 (DE3)
C43 bei 17 °C durchgefuhrt. Fur eine erste inclusion body-Praparation wurden 300 g Zellen
aufgeschlossen (Ausbeute: 1 g inclusion bodies). In den Elutionsfraktionen der nachfolgenden
Affinitatschromatographie konnte jedoch kein Transporterprotein nachgewiesen werden. Um
die Ausbeute zu erhdhen, wurden in einem zweiten Versuch 500 g Zellen fiir eine inclusion
body-Praparation verwendet (Ausbeute: 4 g inclusion bodies). Doch auch hier konnte kein
Protein gewonnen werden.

Um auszuschlieBen, dass Proteindegradation wahrend der Lagerung des Zellpellets nach der
Fermentation bei —20 bzw. —80 °C fir die geringen Proteinausbeuten verantwortlich ist, wur-
de in einem Versuch direkt im Anschluss der Fermentation, ohne Zwischenlagerung der
Zellen mit der inclusion body-Préaparation fortgefahren (600 g Zellen; Ausbeute: 5 g inclusion

bodies). Doch auch dies fiihrte nicht zum gewinschten Erfolg.

Tab. 4.4 Getestete Expressionsbedingungen fir das Expressionskonstrukt (His)s-SUMO-hPATL.
Die Zellen wurden in LB-Medium, welches mit 1 % Glukose (w/v) versetzt wurde, kultiviert.

E. coli Stamm Temperatur IPTG-Konzentration
BI21 (DE3) ¢" RIL 20°C, 37°C,39°C 1mM
BI21 (DE3) C43 20°C, 37 °C,39°C 1 mM
Rosetta™ (DE3) pLysS 20 °C, 37°C,39°C 1 mM
HMS 174 (DE3) 20°C, 37°C,39°C 1mM
BI21 Star™ (DE3) 17 °C, 25 °C, 37 °C 1mM

Das Expressionskonstrukt GST-hPAT1-(His)s

Das Expressionskonstrukt wurde durch Klonierung der cDNA-Sequenz von hPAT1 in den
Vektor pET41b erhalten. Bei Verwendung der Restriktionsenzymschnittstellen fiir Spel und
Xhol kann hPAT1 mit dem erhaltenen Konstrukt mit einem N-terminalen GST-tag und einem
C-terminalem 8-fachen Histidin-tag exprimiert werden. Der Histidin-tag wurde zur spateren
Reinigung aus dem inclusion body-Isolat genutzt. Um dieses Konstrukt auf Expression zu tes-
ten, wurde es in den E. coli Stamm BI21 (DE3) ¢* RIL transformiert und bei 25, 37 und 42 °C
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Abb. 4.6 Gesamtzelllysatproben aus der Expression von GST-hPAT1-(His)g in E. coli BI21 (DE3)
¢" RIL. (A) Expressionstest bei 25, 37 und 42 °C. (B) Fermentation im Hefeextrakt VVollmedium bei
42 °C. Die Detektion erfolgte durch Western Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper. n.i. — Zelllysat-
probe vor Induktion; 1h, 2h, 4h — Zelllysatproben 1h, 2h bzw. 4h nach Induktion.

kultiviert. Das Molekulargewicht der Glutathion-S-Transferase betrdgt 25 kDa. Zusammen
mit den 53 kDa von hPAT1 ergibt sich fir das Fusionsprotein ein theoretisches Gesamtmole-
kulargewicht von 78 kDa. In Abbildung 4.6 A ist die Western Blot-Analyse von Zelllysatpro-
ben vor und nach der Induktion dargestellt. Bei einer Kultivierung bei 42 °C kann in der Ly-
satprobe nach Induktion mit 1 mM IPTG eine Expressionsbande bei ca. 80 kDa identifiziert
werden. Daraufhin wurde mit diesem Expressionsklon eine Fermentation bei 42 °C durchge-
fuhrt. In Lysatproben aus der Fermentation konnte diese Expressionsbande reproduziert wer-
den (Abb. 4.6 B). Nach einer inclusion body-Isolierung aus 250 g Zellen wurde das Isolat
einer Affinitatschromatographie unterzogen. Wie bei der Reinigung des Expressionskons-
trukts T7-hPAT1-(His)io wurde das GST-Fusionsprotein per Western Blot im Durchlauf der
Ni-NTA-Saule detektiert. Durch Versetzen des Durchlaufs mit 8 M Harnstoff, um einen
eventuell verborgenen Histidin-tag frei zuganglich zu machen, und einer erneuten Affinitats-
chromatographie konnte das Protein jedoch auch nicht an das Ni-NTA-Material gebunden
werden.

Somit konnte der Transporter weder durch Fusion mit dem SUMO-Protein noch mit der Glu-
tathion-S-Transferase in den benétigten Mengen in E. coli exprimiert werden.

4.1.5. Rekombinante Expression des humanen H*-Peptid-Cotransporters hPEPT2

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die rekombinante Expression eines weiteren eukaryotischen
Membranproteins untersucht. Der H*-Peptid-Cotransporters hPEPT2 wird u.a. in epithelialen

Zellen des proximalen Tubulus der Niere exprimiert und ist fir die Reabsorption von Di- und
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Tripeptiden aus dem Primarharn ins Blut verantwortlich. Neben den natiirlich vorkommenden
Substraten erkennt und transportiert hPEPT2 auch pharmakologisch aktive Peptidomimetika
aufgrund ihrer peptidédhnlicher Grundstruktur (z.B.p -Lactam Antibiotika) (Biegel et al. 2006;
Ganapathy et al. 1995; Luckner & Brandsch 2005).

Mit Hilfe der beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurde die cDNA-Sequenz des
H*-Peptid-Cotransporters hPEPT2 in die E. coli Expressionsvektoren pET28a, pET41b und
PETSUMO adapt kloniert (Kapitel 2, Tab. 2.16). Diese Vektoren ermdglichen die Expression
des Transporters mit einem 6-fachen N-terminalen Histidin-tag ((His)s-hPEPT2), 8-fachen
C-terminalem Histidin-tag (hPEPT2-(His)g) bzw. als N-terminale Fusion mit dem SUMO-
Protein und N-terminalem Histidin-tag ((His)s-SUMO-hPEPT2). Alle drei Expressionskons-
trukte wurden in verschiedene E. coli-Stdmme transformiert und durch Variation der Kultivie-
rungsbedingungen auf Expression Uberpriift (Tab. 4.5). Lediglich fir hPEPT2-(His)g konnte
im E. coli Stamm BI21 (DE3) ¢* RIL bei 17 und 25 °C eine charakteristische Expressions-
bande mittels Western Blot identifiziert werden. Fir alle anderen Konstrukte konnte unter den
getesteten Bedingungen keine Expression nachgewiesen werden. Daraufhin wurde hPEPT2-
(His)g im E. coli Stamm BI21 (DE3) ¢* RIL bei 25 °C fermentiert. Aus 500 g Zellmaterial
wurden inclusion bodies isoliert (Ausbeute: 1,2 g). Diese wurden solubilisiert und einer Affi-
nitdtschromatographie (Ni-NTA) unterzogen. In den Elutionsfraktionen konnte jedoch kein
Protein nachgewiesen werden.

Somit konnte hPEPT2 bisher nicht erfolgreich in E. coli exprimiert werden.

Tab. 4.5 Getestete Expressionsbedingungen fiir die verschiedenen Expressionskonstrukte von

hPEPT2. Die Zellen wurden in LB-Medium, welches mit 1 % Glukose (w/v) versetzt wurde,
kultiviert. Die Proteininduktion erfolgte mit 1 mM IPTG.

Expressionskonstrukt E. coli Stamm Temperatur
(His)s-hPEPT2 BI21 (DE3) ¢ RIL 37°C
Rosetta™ (DE3) pLysS 37 °C
Bl21 (DE3) C43 37°C
HMS 174 (DE3) 37°C
T7 Express (DE3) 17 °C,25°C, 37 °C
hPEPT2-(His)s BI21 (DE3) ¢* RIL 17 °C,25°C, 37 °C
Rosetta™ (DE3) pLysS 17°C,25°C, 37 °C
Bl21 (DE3) C43 17 °C,25°C, 37 °C
HMS 174 (DE3) 17 °C, 25 °C, 37 °C
T7 Express (DE3) 25 °C, 37°C
(His)s-SUMO-hPEPT2 BI21 (DE3) ¢* RIL 17 °C,25°C, 37 °C
BI21 (DE3) C43 17 °C,25°C, 37 °C
HMS 174 (DE3) 17 °C,25°C, 37 °C
T7 Express (DE3) 17 °C,25°C, 37 °C
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4.1.6. Diskussion der Ergebnisse zur rekombinanten Expression in E. coli

In der hier vorliegenden Arbeit sollten der humane H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1 und
der humane H*-Peptid-Cotransporter hPEPT2 rekombinant in E. coli exprimiert werden. Da-
fir wurde die jeweilige codierende Sequenz in verschiedene Vektoren der pET-Serie kloniert.
Die pET-Vektoren besitzen einen T7 Promoter der als starker Promoter gilt. Dadurch wird
eine hohe Expressionsrate erzielt und die Expression der Transporterproteine als inclusion
bodies begunstigt (Lilie et al. 1998; Weickert et al. 1996). Fiir verschiedene G-Protein gekop-
pelte Rezeptoren (GPCR) konnte gezeigt werden, dass die Expression unter Kontrolle von
starken Promotoren in einer hohen Ausbeute an inclusion bodies resultiert (Bane et al. 2007,
Michalke et al. 2009). Die alleinige Nutzung eines starken Promoters fir die Expression der
hier untersuchten Transporter ergab jedoch keine zufriedenstellenden Ausbeuten an inclusion
bodies. Deshalb wurden verschiedene Expressionskonstrukte erzeugt, die die Expression mit
verschiedenen tags (N-terminaler His-tag, C-terminaler His-tag oder N-terminaler T7-tag)
oder auch als Fusionsproteine (N-terminale Fusion mit SUMO oder der Glutathion-S-Trans-
ferase) ermdglicht. Da bekannt ist, dass die Expressionsrate eines Proteins wesentlich vom
verwendeten Stamm abhangt (Arechaga et al. 2000), wurde jedes Konstrukt in verschiedenen
E. coli Stdmmen untersucht.

Ein Optimierungsansatz lag in der Nutzung von E. coli Stdmmen, die Zusatzplasmide enthal-
ten, die fur bestimmte tRNAs codieren (Tab. 4.6). Damit sollte das Problem der unterschiedli-
chen codon usage® in E. coli- und humanen Zellen umgangen werden. Mit dieser Strategie
konnten bereits viele eukaryotische Proteine erfolgreich im Prokaryoten E. coli exprimiert
werden (Peti & Page 2007). Eine Sequenzanalyse von hPAT1 ergab, dass 64 der 473
Aminosauren (13 %) durch Triplets kodiert werden, die in E. coli weniger haufig vorkommen.
Die entsprechenden tRNAs stehen daher unter Umstanden nicht in ausreichender Menge zur
Verfiigung. Auch bei Verwendung der Stamme BI21 (DE3) ¢* RIL und Rosetta™ (DE3)
pLysS werden nur fiir 31 dieser Positionen zusétzliche tRNAs gebildet. Fir die restlichen 33
Triplets bleibt das Problem der codon usage bestehen. Dies kénnte eine mdgliche Ursache fir
die geringen Proteinausbeuten darstellen. Eine Losungsmaoglichkeit wére der Einsatz eines
synthetischen Gens, in der die Nukleotidsequenz hinsichtlich der codon usage auf E. coli op-
timiert wird. Fir den Glucagon-like peptide-1 Rezeptor wurde gezeigt, dass das Protein erst

° 64 mogliche Triplets codieren fiir 20 Aminosauren, woraus folgt, dass mehrere Basen-Triplets fiir die gleiche
Aminosdure codieren. Codon usage beschreibt die Tatsache, dass einige Triplets von verschiedenen Spezies
unterschiedlich hdufig verwendet werden.
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Tab. 4.6 E. coli Expressionsstimme die ein Plasmid (pRARE) tragen, das fir zusatzliche, in
E. coli selten vorkommende tRNAs codiert.

E. coli Stamm zusatzliche tRNA

BI21 (DE3) ¢" RIL AGG/AGA (Arginin)
AUA (Isoleucin)
CUA (Leucin)

Rosetta™ (DE3) pLysS AGG/AGA (Arginin)
AUA (Isoleucin)
CUA (Leucin)
CCC (Prolin)
GGA (Glyzin)

nach Verwendung eines synthetischen Gens in E. coli zur Expression gebracht werden konnte
(Schroder-Tittmann 2009).

Fur das Expressionskonstrukt (His)s-hPAT1 wurde wéhrend einer Fermentation nach Induk-
tion der Proteinexpression ein Absinken der ODggy beobachtet (Punkt 4.1.2., Abb. 4.2).
Miroux und Walker konnten nach Uberexpression verschiedener Transporterproteine, wie
z.B. des Oxoglutarat-Malat Transporters OGCP, des Phosphat Carriers, der ADP/ATP
Translokase (alle aus Rind) oder des Alanin-H™ Carriers aus Bacillus PS3, dhnliche toxische
Effekte beobachten (Miroux & Walker 1996). Durch Selektionsanalysen konnte eine Mutante
des E. coli Stammes BL21 (DE3) identifiziert werden, die OGCP ohne toxische Effekte in
hohen Ausbeuten als inclusion bodies exprimiert. Diese Mutante wurde als BI21 (DE3) C41
bezeichnet. Jedoch war eine Expression aller untersuchten Membranproteine in diesem
Stamm nicht méglich, so dass mit BI21 (DE3) C41 eine zweite Selektionsrunde durchgefihrt
wurde. Die daraus resultierende und exprimierende Mutante wurde als BI21 (DE3) C43 be-
zeichnet. Alle untersuchten Transportproteine konnten in hohen Ausbeuten entweder in BI21
(DE3) C41 oder C43 exprimiert werden. Die Arbeiten von Miroux und Walker zeigen, dass
die Toxizitat wahrend einer Proteintberexpression wahrscheinlich durch die Entkopplung von
Transkription und Translation verursacht wird. Die Transkription durch die T7 Polymerase
erfolgt siebenmal schneller als durch die E. coli RNA Polymerase, wodurch ein Missverhalt-
nis zwischen Transkriptions- und Translationsgeschwindigkeit entsteht. Dies fuhrt zur Akku-
mulation von ungeschutzter und dadurch instabiler mRNA. In den mutierten BI21 (DE3)
Stdmmen konnte eine verringerte mMRNA-Konzentration in der Zelle nachgewiesen werden.
Es wird vermutet, dass die Mutation entweder die Aktivitat oder aber die Menge der expri-

mierten T7 Polymerase verringert. Zusétzlich zu dieser Mutation begunstigt im Stamm C43
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eine weitere Mutation die Faltung und Insertion von Membranproteinen in die Membran. Die
Untereinheit B der F-ATPase aus Rind wurde im Stamm C41 als inclusion bodies und in C43
in der Membran exprimiert. Spater konnten Arechaga et al. zeigen, dass die Expression der
F-ATPase Untereinheit B mit einer Ausbildung von intrazellularen Membranstrukturen ein-
hergeht (Arechaga et al. 2000). Durch Nutzung der Stdamme C41 und C43 gelang es, verschie-
dene toxische Proteine zu exprimieren (Dumon-Seignovert etal. 2004). Auch andere
Membranproteine wie GPCRs wurden in BI21 (DE3) C43 in hohen Ausbeuten als inclusion
bodies exprimiert (Michalke et al. 2009). Fiir die humanen H*-Cotransporter hPAT1 und
hPEPT2 erwiesen sich diese Stamme jedoch nicht als geeignet.

Um eine mdgliche mRNA Degradation innerhalb der E. coli-Zelle zu minimieren, wurde der
Stamm BI21 Star™ (DE3) in Expressionsanalysen getestet. Dieser enthélt eine Mutation im
rne Gen, das flr die RNase E kodiert. Sie ist eine Proteinkomponente im ,,Degradasom® und
an der rRNA Reifung und mRNA Degradation beteiligt (Grunberg-Manago 1999; Lopez et al.
1999). Die rnel31 Mutante kodiert eine um 477 Aminosauren C-terminal verkirzte
Proteinvariante, der die mRNA Degradationsfunktion fehlt (Kido et al. 1996; Lopez et al.
1999). Dadurch erlangen die mRNA-Molekile innerhalb der Zelle eine erhohte Stabilitét.
Doch auch dieser Stamm fiihrte nicht zum gewiinschten Erfolg. So konnte hPAT1 auch in
diesen Zellen nicht exprimiert werden. Da jedoch in E. coli nicht nur eine, sondern eine Viel-
zahl an RNasen fur mRNA-Degradation verantwortlich ist, kann eine mRNA-Instabilitat als
Ursache fur die fehlende Expression nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Es ist bekannt, dass neben der Wahl verschiedener E. coli Expressionsstdmme auch die Va-
riation der Kultivierungsbedingungen einen entscheidenden Einfluss auf die Expressionsrate
eines Membranproteins hat (Grisshammer & Tate 1995). Daher wurden in Expressionsanaly-
sen verschiedene Temperaturen, Induktorkonzentrationen und Kultivierungsmedien analy-
siert. Die Variation der Induktorkonzentration und Kultivierungsmedien resultierten jedoch
nicht in einer gesteigerten Expression. Die Expressionsanalyse bei verschiedenen Temperatu-
ren allerdings zeigte fiir das Expressionskonstrukt GST-hPAT1-(His)g in BI21 (DE3) ¢* RIL
eine erhohte Expression bei 42 °C im Vergleich zu 37 und 25 °C (Abb. 4.6). Ahnliche Effekte
konnten bei der Expression des humanen GLP1-Rezeptors in E. coli als inclusion bodies
beobachtet werden (Schroder-Tittmann 2009). Nur durch Kultivierung der Zellen bei 42 °C
konnte der Rezeptor in E. coli exprimiert werden. Im Gegensatz zum GLP1-Rezeptor wurde
hPAT1 nach Fermentation leider nicht in ausreichenden Mengen aus den Zellen isoliert.
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In der Literatur ist beschrieben, dass insbesondere die Initiation der Translation einen groRRen
Einfluss auf die Syntheserate eines Proteins hat (Shine & Dalgarno 1974; Steitz 1969). So
kénnen neben den bisher erlauterten ,,auBeren” Faktoren auch intrinsische Faktoren wie
potentielle MRNA-Sekundarstrukturen im 5°-Bereich der RNA einen negativen Einfluss auf
die Expressionsrate ausuben. Die Ausbildung von Haarnadelstrukturen (hairpins) im Bereich
der Ribosomenbindungsstelle und des Startcodons AUG konnen diese essentiellen Bereiche
fir das Ribosom unzuganglich machen und dadurch die Initiation der Translation erschweren
(Looman et al. 1986). Durch Optimierung der Nukleotidsequenz der Translationsinitiations-
region und der ersten Codons des Zielproteins wird moéglicherweise eine hohere Expression
erzielt (Karnik et al. 1987). So erhielten Karnik und Mitarbeiter eine verbesserte Translation
des Bakterio-Opsin Gens, nachdem sie den Anteil an Adenin und Thymin der ersten Codons
der N-terminalen Aminosauren erhohten. Ahnliche Effekte konnten Barnes et al. bei der Ex-
pression der Cytochrom P450 17a-Hydroxylase aus Rind beobachten (Barnes et al. 1991).
Auch hier resultierte der Austausch von Guanin und Cytosin gegen Adenin und Thymin in
den ersten sieben Codons in einer erhdhten Proteinsynthese. Eine Sekundérstrukturanalyse der
ersten 21 Nukleotide bzw. sieben Codons der hPAT1 mRNA ergab, dass sich unmittelbar im
Bereich des Startcodons AUG mdglicherweise ein hairpin ausbildet (Abb 4.7). Durch Einfih-
ren von stillen Mutationen in die cDNA-Sequenz wurde der Adenin/Thymin-Gehalt erhoht
und die potentielle Ausbildung eines hairpins unterdriickt (Expressionskonstrukt hPAT1-
(His)s; Abb. 4.1 Klon 1). Doch auch dieses Konstrukt konnte in E. coli nicht zur Expression
gebracht werden.

Eine problematische Initiation der Translation kann alternativ auch durch Fusion des Zielpro-
teins mit einem gut exprimierten Protein oder einer optimierten tag-Sequenz geldst werden
(Dou et al. 1992). Pompejus und Mitarbeiter haben gezeigt, dass die Fusion des Bakterio-

Opsin Gens mit einem modifizierten lacZ Gen zu einer hohen Ausbeute an Fusionsprotein als

sSAUGUCCACy

|| ]
3‘GG(:UUCAGAGAC

Abb. 4.7 Sekundarstrukturanalyse des 5‘-Bereichs der hPAT1 mRNA. Basen, die mdglicherweise
an der hairpin-Ausbildung beteiligt sind, sind rot markiert.
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inclusion bodies fiihrt (Pompejus et al. 1993). In der hier vorliegenden Arbeit wurden als
Fusionspartner die gut exprimierten, loslichen Proteine Glutathion-S-Transferase (GST) und
SUMO verwendet. Fir die Expression von G-Protein gekoppelten Rezeptoren konnte durch
eine N-terminale GST-Fusion die Proteinausbeute um den Faktor 1000 bis 10000 erhoht wer-
den (Kiefer 2003). Zuo et al. haben gezeigt, dass durch eine N-terminale Fusion des SARS-
Coronavirus M-Proteins®® mit SUMO das Fusionsprotein in groer Ausbeute als inclusion
bodies exprimiert wurde. Im Vergleich dazu konnte das M-Protein mit einem N-terminalen
His-tag nur in sehr geringen Mengen produziert werden (Zuo et al. 2005). Fir den humanen
H*-Aminoséure-Cotransporter hPAT1 und den humanen H*-Peptid-Cotransporter hPEPT2
fuhrten diese Strategien leider nicht zum gewinschten Erfolg. Die Proteine konnten nicht in
ausreichenden Mengen exprimiert werden.

Wie schon erwahnt, kann auch durch einen optimierten N-terminalen tag die Initiation der
Translation verbessert werden. Fir einige G-Protein gekoppelte Rezeptoren erwies sich der
N-terminale T7-tag als essentiell fur eine effiziente Expression in einem zellfreien
Expressionssystem basierend auf einem E. coli-Lysat (Schwarz et al. 2007b). Auch bei der
rekombinanten Herstellung von humanem Trypsinogen in E. coli konnte das Protein nur
durch den N-terminalen T7-tag in groRen Mengen produziert werden. Ohne Fusion blieb eine
Expression aus (Hohenblum et al. 2004). Die N-terminale Fusion von hPAT1 mit dem T7-tag
fuhrte zu einer geringen Expression des Transporters. Fir nachfolgende Charakterisierungen
war die Ausbeute aber zu klein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte hPATL1 in E. coli rekombinant hergestellt werden. Trotz un-
terschiedlichster Expressionsstrategien und der Nutzung verschiedenster Expressionsstdamme
ist es nicht gelungen, hPATL1 in groReren Mengen zu exprimieren. Keine der Vorteile der ein-
zelnen E. coli Stamme fihrten zu einer nennenswerten Erhéhung der Expressionsrate des
Transporters. Wahrscheinlich sind die Ursachen der fehlenden Expression sehr viel kom-
plexer und es treffen mehrere ungiinstigen Faktoren wie unterschiedliche codon usage, Ent-
kopplung von Transkription und Translation, MRNA-Degradation, Proteintoxizitat u.s.w. zu-
sammen. Deshalb wurde im Folgenden versucht, hPAT1 in einem zellfreien Expressionssys-

tem zu exprimieren.

1% Das SARS-Coronavirus ist der Ausléser fiir die Atemwegserkrankung Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS). Das SARS-Coronavirus M-Protein ist ein 25 kDa Membranprotein (3 Transmembranhelices), das in der
Virushulle vorkommt.
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4.2. Zellfreie Expression des humanen H*-Aminosaure-Cotransporters
hPAT1

Die Nutzung von zellfreien Expressionssystemen ermdglicht die rekombinante Expression
von Membranproteinen ohne die oft beobachteten, fur die Physiologie eines Wirtsorganismus
toxischen oder inhibitorischen Nebeneffekte. Dadurch wird die Expression von zytotoxischen,
schlecht exprimierten oder instabilen Proteinen ermdglicht. Zudem erlaubt die offene Natur
dieses Expressionssystems die direkte Zugabe von Komponenten, wie z.B. Protease-Inhibito-
ren, Liganden oder Kofaktoren, durch die die translatierten Proteine stabilisiert werden
konnen.

Das Prinzip der zellfreien Proteinsynthese wurde bereits Mitte der 50er Jahren entwickelt
(Littlefield et al. 1955). 1961 gelang es Nierenberg und Matthaei erstmals in einem zellfreien
Translationssystem durch Zugabe von exogener mRNA Proteine zu exprimieren. In einem
gekoppelten Transkriptions-/Translationssystem verwendeten DeVries und Zubay DNA statt
MRNA als template fur die Proteinbiosynthese (DeVries & Zubay 1967). Seitdem wurden die
zellfreien Expressionssysteme standig weiterentwickelt. Anfanglich wurde die Reaktion in
einem einfachen GefaR durchgefihrt (batch-Verfahren). Die Expressionsrate ist dabei zu Be-
ginn sehr hoch, nimmt aber schon in den ersten 20 bis 60 Minuten schnell wieder ab (Kigawa
etal. 1995; Kigawa et al. 1999; Kim & Swartz 1999). Die limitierte Reaktionsdauer liegt
hauptséchlich am schnellen Verbrauch an Energie und Ressourcen bei gleichzeitiger Akku-
mulation von inhibitorischen Nebenprodukten wie anorganischem Phosphat** (Kim & Swartz
2000). Wegen der geringen Ausbeuten wurde dieses System lange Zeit nur fur analytische
Zwecke genutzt. Erst die Entwicklung von kontinuierlichen Systemen mit Unterteilung in
eine Reaktionskammer und ein Energiereservoir ermdglichte die Expression groferer Pro-
teinmengen. Dabei werden hochmolekulare Komponenten der Reaktion (Ribosomen, tRNAs,
Translationsfaktoren, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen und andere Enzyme) in der Reaktions-
kammer gehalten. Gleichzeitig werden inhibierende Reaktionsprodukte abgefiihrt und nie-
dermolekulare Substrate (Aminosduren, Nukleotide und Energiesubstrate) kontinuierlich
unter Fluss (continuous flow, CF) (Spirin et al. 1988) oder durch Diffusion (continuous ex-
change, CE) (Kim & Choi 1996) zugefihrt. Die Kammern sind durch eine Ultrafiltrations-

1 Anorganisches Phosphat bildet vor allem mit Magnesiumionen stabile Komplexe. Dadurch sinkt die effektive
Magnesiumkonzentration wahrend der Reaktion. Da Mg?* als Kofaktor in verschiedenen Prozessen der
Translation (Aminoacylierung der tRNA (Thiebe 1975), Formierung des terndren Initiationskomplexes
(Favaudon & Pochon 1976) und Stabilitat der Ribosomen (Bonincontro et al. 1993)) benétigt wird, stellt die
Komplexierung von Mg?" durch anorganisches Phosphat einer der Hauptgriinde fiir die geringe Reaktionsdauer
dar.
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membran bzw. durch eine Dialysemembran getrennt. Die Reaktionsdauer des CE-Expres-
sionssystems konnte so auf 20 Stunden verlédngert und die Ausbeute erheblich gesteigert
werden (bis auf mehrere mg Protein pro ml Reaktionsvolumen) (Junge et al. 2008). Aufgrund
der besseren Reproduzierbarkeit und Handhabbarkeit sowie einer verldngerten Reaktions-
dauer und hoheren Ausbeuten wird derzeit neben dem batch-Verfahren Uberwiegend das
continuous exchange cell free (CECF) Expressionssystem verwendet.

Die Grundkomponente eines zellfreien Expressionsystems stellt der Rohzellextrakt dar. Die-
ser beinhaltet die Ribosomen, Translationsfaktoren und Enzyme, die fur die Proteinbiosyn-
these ben6tigt werden. Endogene mMRNA-Molekiile und niedermolekulare Substanzen werden
wéhrend der Extrakt-Praparation entfernt. Die géngigsten und meist verwendeten Systeme
basieren auf dem S30-Extrakt*? aus E. coli, einem Extrakt aus Weizenkeimlingen oder einem
Kaninchen-Retikulozyten-Lysat. Sie unterscheiden sich hinsichtlich Produktivitat, Kosten
sowie Qualitat des hergestellten Proteins. Hier spielen die richtige Faltung und die Ausbil-
dung korrekter Disulfidbriicken sowie die Einfuhrung posttranslationaler Modifikationen eine
Rolle (Endo & Sawasaki 2006).

Fur die zellfreie Expression von Membranproteinen kdnnen verschiedene Strategien verfolgt
werden (Abb. 4.8): (1) das Protein kann unléslich als Prézipitat sowie I6slich in Gegenwart

von (2) Detergenzien, (3) Liposomen oder (4) Nanodiscs™ exprimiert werden.

RS
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Abb. 4.8 Verschiedene Strategien der zellfreien Expression von Membranproteinen. (1) Expres-
sion als Prazipitat. (2) Losliche Expression in Gegenwart von Detergenzien. (3) Lésliche Expression
in Gegenwart von Liposomen. (4) Losliche Expression in Gegenwart von Nanodiscs™. Modifiziert
nach Schwarz et al. (Schwarz et al. 2007a).

12 Der $30-Extrakt wird durch Zentrifugation (Sedimenation) eines E. coli-Lysats bei 30.000 x g gewonnen.
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Die Prézipitate unl6slich exprimierter Membranproteine kénnen nicht mit inclusion bodies
der in vivo-Expression verglichen werden. Die Prazipitate der zellfreien Synthese sind schnell
und effektiv in milden Detergenzien solubilisierbar (Klammt et al. 2004). Inclusion bodies
hingegen kénnen nur durch stark denaturierende Detegenzien wie SDS oder Substanzen wie
Guanidiniumchlorid oder Harnstoff in Ldsung gebracht werden. Des Weiteren ist eine
Renaturierung der solubilisierten inclusion bodies erforderlich. Die Solubilisierung der
zellfrei produzierten Prazipitate kann unter Umstanden schon in funktionellem und richtig
gefaltetem Protein resultieren, wie z.B. bei der Expression des Multi-drug Transporters EmrE
aus E. coli (Elbaz et al. 2004; Klammt et al. 2004) oder des humanen Histamin-1 Rezeptors
(Kamonchanok et al. 2008). Dieser Befund kann jedoch nicht verallgemeinert werden. Fr
den Nukleosid-Transporter Tsx aus E. coli (Klammt et al. 2005) und den humanen Endo-
thelin-B Rezeptor konnte nach Solubilisierung keine Funktionalitdt nachgewiesen werden
(Klammt et al. 2007). Als fir dieses Verfahren besonders gut geeignet haben sich die
Detergenzien LMPG™, DPC* und DDM™ erwiesen (Elbaz et al. 2004; Klammt et al. 2004).
AuBerdem sind diese Detergenzien in nachfolgenden Strukturanalysen mittels NMR-Spekt-
roskopie gut einsetzbar (Krueger-Koplin et al. 2004).

Falls die Solubilisierung der Prazipitate nicht in funktionellem Protein resultiert, stellt die
zellfreie Expression in Gegenwart von Detergenzien eine gute Alternative dar. Das Vorhan-
densein einer kiinstlichen hydrophoben Umgebung verhindert die Aggregation der naszieren-
den Polypeptidkette direkt am Ribosom und fuhrt zur Bildung von Proteinmicellen. Beson-
ders gute Ergebnisse haben die Brij-Derivate (Polyoxyethylen-Ether), Triton X-100 oder
DDM (Klammt et al. 2005) ergeben. Fiir p-OG* und CHAPS'’ konnte ein inhibierender Ef-
fekt nachgewiesen werden (Klammt etal. 2005). Die Art des Detergenz und dessen
Konzentration haben einen grof3en Einfluss auf die Qualitat und Ausbeute des Proteins, und
stellen daher einen essentiellen Optimierungspunkt dar.

Eine dritte Variante ist die Expression in Gegenwart von Liposomen. Hier kénnen entweder
vorgefertigte Liposomen einer bekannten Lipidzusammensetzung oder praparierte Vesikel-
fraktionen aus Zelllysaten eingesetzt werden. Ein Vorteil dieser Methode gegenuber der her-

kdmmlichen in vitro Rekonstitution ist, dass die Membranproteine vorwiegend in einer inside

B3 LMPG - 1-Myristoyl-2-hydroxy-sn-Glycerol-3-(phosphor-rac-(1-glycerol))
 DPC - Dodecylphosphocholin

> DDM - n-Dodecyl-p-D-Maltosid

18 8 -0G - n-Octyl-B-D-Glucopyranosid

" CHAPS - 3-((3-Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-Propansulfonat
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out Orientierung eingebaut werden, da die Proteinsynthese auBRerhalb der Vesikel stattfindet.
Als erstes Beispiel konnten Kalmbach und Mitarbeiter Bakteriorhodopsin wahrend der Reak-
tion in situ in Liposomen integrieren (Kalmbach etal. 2007). Dennoch wird dieser
Expressionsmodus bisher recht selten angewendet, da die Ausbeuten gegenilber den anderen
Techniken relativ gering sind (Schwarz et al. 2008).

Eine sehr neue Methode zur zellfreien Synthese ist die Expression und gleichzeitige Insertion
von Membranproteinen in Nanodiscs™*®, Fir verschiedene Membranproteine (EmrE,
5-Hydroxytryptamin-Rezeptor, Bacteriorhodopsin) konnte nach Koexpression von integralem
Membranprotein und MSP in Gegenwart von Phospholipiden eine spontane Assemblierung
von Nanodiscs gezeigt werden. Dadurch wurde die Loslichkeit des Membranproteins stark
erhoht (Cappuccio et al. 2008). Eine andere Mdglichkeit ist, schon vorgefertigte Nanodiscs
mit zum Reaktionsansatz zu geben. Auch mit dieser Methode konnten mehrere Membranpro-
teine mit hoherer Loslichkeit und Ausbeuten um 300 pg/ml exprimiert werden (Katzen et al.
2008).

Aufgrund der Automatisierbarkeit und der Mdglichkeit, viele Ansétze parallel durchzufihren,
findet vor allem die zellfreie Expression im batch-Format eine Hauptanwendung in Hoch-
durchsatz (high throughput)-Verfahren, wie dem screening genomischer Bibliotheken oder
der Konstruktion und dem screening von Protein-Bibliotheken (Rungpragayphan et al. 2003;
Spirin 2004). Des Weiteren werden screenings einer groRen Anzahl von Mutanten oder von
technisch hergestellten Proteinen méglich. Die Verwendung von PCR-Produkten als template
(Martemyanov et al. 1997) und die schnelle Proteinexpression innerhalb weniger Stunden
gewahrleisten den Hochdurchsatz.

Die zellfreie Expression kann auflerdem sehr effektiv zur Herstellung von Proteinen zur
Strukturaufklarung eingesetzt werden. Da in diesem System eine vollstdndige Kontrolle tber
die Aminosaurezusammensetzung besteht, kénnen radioaktiv markierte Aminoséauren fur
NMR-Untersuchungen oder unnatirliche Aminoséduren wie Selenocystein fir Rontgen-
kristallographie viel effektiver in das Zielprotein eingebracht werden (Klammt et al. 2006).
Die Expression in Minimalmedium oder die Verwendung auxotropher Stdmme und die damit
verbundenen Schwierigkeiten, wie schlechtes Wachstum und geringe Ausbeuten in in vivo

Systemen kdnnen somit umgangen werden.

'8 Bei der Nanodisc-Technologie werden kiinstliche diskoidale Partikel aus einem Membrane Scaffold Protein
(MSP) und Phospholipiden hergestellt. Diese sind der natirliche Umgebung von Membranproteinen sehr ahnlich
und stabilisieren die Proteine damit in wassriger Lésung.

65



4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

Obwohl die zellfreie Expression schon seit einigen Jahrzehnten im analytischen MaRstab an-
gewendet wurde, ist die Gewinnung grofierer Mengen an Protein erst durch Entwicklung
neuer Protokolle und Reaktionssysteme (CECF) in den letzten Jahren moglich geworden. Far
die Herstellung l6slicher Proteine zur Strukturanalyse wird die zellfreie Expression bereits als
Routinetechnik angewendet (Endo & Sawasaki 2003; Sawasaki et al. 2002; Vinarov et al.
2004; Yokoyama 2003). Fir Membranproteine dagegen wurde sie erst in den letzten 6 Jahren
etabliert. Dennoch gelang es bereits, einige Membranproteine im zellfreien System in akzep-
tablen Mengen herzustellen (Klammt et al. 2006; Schwarz et al. 2008). 2007 konnte sogar die
erste Kristallstruktur eines zellfrei produzierten Membranproteins, und zwar die des EmrE
aufgeklart werden (Chen et al. 2007b). Ein weiterer Aspekt ist, dass verschiedene pro- und
eukaryotische Membranproteine, die eine geringe oder gar keine Expression in E. coli gezeigt
haben, nun erfolgreich zellfrei in einem E. coli Extrakt hergestellt werden konnten (Ishihara
et al. 2005; Klammt et al. 2004).

Trotz der vielen positiven Entwicklungen der vergangenen Jahre ist die zellfreie Expression
hinsichtlich ihrer Effizienz der in vivo Expression weiterhin unterlegen. Dennoch, die exakte
Kontrolle zahlreicher Expressionsparameter, sehr kurze Reaktionszeiten und die relativ ein-
fache Reaktionsfihrung machen die zellfreie Expression zumindest fir einige Anwendungen
(X-ray und NMR) und fir einzelne Proteine zu einer echten Alternative zu in vivo Expres-
sionssystemen.

In der vorliegenden Arbeit sollte der humane H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1 zellfrei in
einem E. coli-Extrakt hergestellt werden. In den folgenden Kapiteln wird die Entwicklung der
zellfreien Expression des Transporters erldutert. Anfanglich wurden kommerzielle Synthese-
Kits getestet. Nachdem mit diesen gute Ergebnisse erzielt wurden, wurde ein continuous ex-
change cell free Expressionssystem fir hPAT1 etabliert. Das Protein wurde sowohl als Prazi-

pitat als auch 16slich in Gegenwart von Detergenzien exprimiert.

4.2.1. Vorversuche zur zellfreien Expression

Um die Expression des humanen H*-Aminosaure-Cotransporters hPAT1 in einem zellfreien
Expressionssystem zu Uberpriifen, wurde zundchst das EasyXpress Protein Synthesis Kit von
Qiagen verwendet. Dieses basiert auf einem E. coli-Extrakt und wird im batch-Format durch-
gefiihrt. Fur erste Untersuchungen wurde das Expressionskonstrukt hPAT1-(His)s (Punkt
4.1.1.) in analytischen Ansatzen (50 ul) auf Expression getestet. Dafir wurde 1 pg Plasmid

eingesetzt und der gesamte Reaktionsansatz wurde fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach
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erfolgte ein 10 mindtiger Zentrifugationsschritt (16000 x g), um in eine l6sliche und unlds-
liche Fraktion zu unterteilen. Das Pellet wurde mit 50 pul 2x SDS-Probenpuffer (6M Urea)
versetzt und fiir 3 h bei 40 °C inkubiert. Zum Uberstand wurden ebenfalls 50 pl Probenpuffer
gegeben. Die Western Blot-Analyse in Abbildung 4.9 zeigt eine Expressionsbande unterhalb
der 50 kDa Markerbande in der unléslichen Fraktion. Im Uberstand und in einer parallel mit-
gefiihrten Negativkontrolle, die keine Plasmid-DNA enthielt, konnte kein Protein nachgewie-
sen werden, sodass die detektierte Expressionsbande hPAT1 darstellen sollte. Das Moleku-
largewicht des Transporters betrdgt zwar 53 kDa, aber aufgrund der bekannten Anomalie im
Laufverhalten von Membranproteinen in SDS-Polyacrylamidgelen, migriert das Protein
schneller als die entsprechende Molekulargewichtsmarkerbande™.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Expression des Transporters im zellfreien System
prinzipiell moglich ist, wurde ein préparativer Ansatz (1 ml) unter Verwendung des
EasyXpress Protein Synthesis Maxi Kit durchgefihrt. Der Ansatz enthielt 20 pg Plasmid-
DNA und wurde fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. Am Ende der Reaktion konnte ein weil3er Nie-
derschlag beobachtet werden, der typisch fur die zellfreie Expression in Abwesenheit von
Detergenzien ist, und als Zeichen guter Expression gedeutet werden kann (Schwarz et al.
2007a). Das Prézipitat wurde durch einen Zentrifugationsschritt von der léslichen Fraktion

getrennt, wie unter Punkt 3.5.1. beschrieben aufbereitet und einer Affinitatschromatographie

Uberstand Pellet
kDa 1 2 1 2

75 —

50 —

30 —

Abb. 4.9 Zellfreie Expression von hPAT1-(His)g im analytischen Malstab unter Verwendung
des EasyXpress Protein Synthesis Kit von Qiagen. Der Reaktionsansatz wurde nach Reaktionsende
durch Zentrifugation in eine losliche (Uberstand) und unlésliche (Pellet) Fraktion separiert. 1 — Ansatz
mit pET41b-hPAT1-(His)g, 2 — Negativkontrolle (Ansatz ohne Plasmid). Die Detektion erfolgte durch
Western Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper.

9 Durch die Anlagerung des anionischen Detergens SDS wird die Eigenladung der Proteine tiberdeckt, sodass
Proteinmicellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseeinheit entstehen (1,4 g SDS pro 1 g Protein).
Aufgrund des hohen Anteils an hydrophoben Bereichen in Membranproteinen wird die Bindung von SDS an das
Protein beglinstigt. Damit erhalten Membranproteine eine erhdhte negative Nettoladung, wodurch die Mobilitét
im Gel bzw. im elektrischen Feld beschleunigt wird.
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Abb. 4.10 Zellfreie Expression von hPAT1-(His)g im praparativen Mal3stab unter Verwendung
des EasyXpress Protein Synthesis Maxi Kit von Qiagen. Nachdem das Prézipitat solubilisiert
wurde, erfolgte die Reinigung mittels Ni-NTA. Es sind Elutionsfraktionen (E) der Ni-NTA dargestelit.
(A) Coomassie-gefarbtes SDS-Gel. (B) Western Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper. (C)
Western Blot-Analyse mittels spezifischem anti-hPAT1 Antikorper.

(Ni-NTA) unterzogen. Abbildung 4.10 A zeigt die Elutionsfraktionen der Ni-NTA. In den
Elutionsfraktionen zwei und drei konnte im Coomassie-gefarbten SDS-Gel eine Proteinbande
bei ca. 45 kDa detektiert werden. Die Identitat des Transporters wurde durch Western Blot-
Analyse mit Hilfe eines His-tag Antikorpers und eines spezifischen PAT1-Antikorpers besta-
tigt (Abb. 4.10 B und C). Die Banden im Molekularmassenbereich um 100 kDa stellen ver-
mutlich Dimere des Proteins dar. Die Konzentration in E3 betrug 150 pg/ml (2,8 uM). Die
Gesamtausbeute der Reaktion lag damit bei ca. 170 ug Protein. Die erzielte Ausbeute ist
durchaus vergleichbar mit Ergebnissen fiir die zellfreie Expression andere Vertreter der solute
carrier Familie. In einem nicht-kommerziellen Expressionssystem basierend auf einem
E. coli-Lysat konnten die organischen Kationen- und Anionen Transporter OCT1, OCT2 und
OAT1 der Ratte in Mengen zwischen 120-360 pg in einem vergleichbaren Reaktionsvolumen
hergestellt werden (Keller et al. 2008; Koepsell 2007).

Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde auf der Grundlage der Protokolle der
von Klammt und Schwarz entwickelten Methode (Klammt et al. 2004; Klammt et al. 2006;
Schwarz et al. 2007b; Schwarz et al. 2007a) ein continuous exchange cell free Expressions-
system etabliert, um hPAT1 unabhdngig von den kostenintensiven kommerziellen Kits in

grolReren Mengen zellfrei herzustellen.

4.2.2. Etablierung eines nicht-kommerziellen, eigenen Expressionssystems

Zunachst musste die Grundkomponente, der S30-Extrakt, wie unter Punkt 3.3.2.3. beschrie-
ben, hergestellt werden. In einem analytischen Reaktionsansatz wurde mit Hilfe eines Test-

proteins die Funktionalitdt des hergestellten Extrakts getestet. Als Testplasmid wurde der
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pPIVEX-GFP Vektor genutzt, der fir GFP (Green Fluorescent Protein) mit einem C-termi-
nalen (His)s-tag codiert. Da die Konzentration der K*- und Mg?*-lonen wichtige Parameter
fur die Aktivitat solcher Extrakte sind, wurden gleichzeitig in parallel durchgefiihrten analy-
tischen Ansétzen die optimalen Konzentrationen der lonen ermittelt. Dazu wurde durch Zu-
gabe entsprechender Mengen an Mg(OAc), bzw. KOAc die Mg?*-Konzentration von 12 mM
bis 17 mM und die K*-Konzentration von 270 mM bis 330 mM variiert. In Abbildung 4.11 ist
die Western Blot-Analyse der einzelnen Reaktionsansétze dargestellt. Fir funf der getesteten
sieben Reaktionsbedingungen konnte eine Expression von GFP nachgewiesen werden, wobei
die hochste Ausbeute in Gegenwart von 17 mM Mg®*- und 320 mM K*-lonen beobachtet
werden konnte. Daher wurden in allen nachfolgenden Experimenten diese lonen-Konzentra-
tionen eingestellt.

Diese ersten Versuche zur zellfreien Expression mit einem eigenem Expressionssystem
wurden zunéchst mit einer kauflich zu erwerbenden T7-Polymerase durchgefiihrt. Um die
Synthese noch kosteneffizienter zu gestalten, wurde auch die T7-Polymerase selbst prépariert.
Dazu wurde E. coli BI21 mit dem Plasmid pAR1219 (Li et al. 1999) kultiviert und die T7-
Polymerase entsprechend Punkt 3.6. Uber eine Q-Sepharose gereinigt. Um die Elutions-
fraktionen zu identifizieren, welche die Polymerase enthielten, wurden die gesammelten
Fraktionen durch eine SDS-PAGE analysiert. Vier relevante Elutionsfraktionen (je 8 ml)
wurden vereinigt, dialysiert, mit Hilfe von Amicon Konzentrationsrohrchen (30 kDa cut off)
auf die Halfte des Volumens aufkonzentriert und anschlieBend 1:1 mit Glyzerin versetzt. Im

Anschluss daran wurde die Funktionalitat der Polymerase Uberpruft. Dafur wurde wieder die

K* [mM] 270 280 290 300 310 320 330
MgZ* [mM] 12 13 14 15 16 17 17
100— ==
75— =
50— @

— T
30— Tt '*

Abb. 4.11 Optimierung der Konzentration von K*- und Mg*-lonen. Testexpression von GFP
(27 kDa) im selbst praparierten S30-Extrakt. Western Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper.
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Expression von GFP als Testprotein in analytischen Ansétzen untersucht. Es wurde ein An-
satz mit gekaufter und ein zweiter mit der selbst hergestellten T7-Polymerase versetzt. Die
Western Blot-Analyse zeigte, dass in beiden Ansdtzen dhnliche Mengen an GFP exprimiert
wurden. Damit ist die Aktivitat beider Polymeraselésungen vergleichbar. In den nachfolgen-
den Experimenten wurde daher die kommerzielle Polymerase durch die selbst praparierte er-

setzt.

Im néchsten Schritt sollte geprift werden, ob unter Verwendung des etablierten Systems die
Expression von hPAT1 mdglich ist. Da in diesem System fiir verschiedene GPCRs die
N-terminale Fusion mit einem T7-tag positive Auswirkung auf die Expression zeigte
(Klammt et al. 2007), wurde das Expressionskonstrukt T7-hPAT1-(His)ip in analytischen
Ansatzen verwendet. Nach Reaktionsende wurden die Ansatze zentrifugiert, um in lésliche
und unldsliche Fraktion zu unterteilen. Im Western Blot konnte mittels anti-His Antikorper in
der Pelletfraktion eine Bande bei ca. 45 kDa detektiert werden (Abb. 4.12). Dieses Ergebnis
wurde mit einem anti-T7 Antikdrper sowie mit den spezifischen hPAT1 Antikdrpern anti-
hPAT1-PEP1 und anti-hPAT1-PEP2 bestatigt. Dabei zeigte sich eine sehr unterschiedliche
Spezifitat der verwendeten Antikorper bzw. das Auftreten von moglicherweise Abbaupro-
dukten. Im Uberstand konnte kein Protein nachgewiesen werden. Die Expression von Mem-
branproteinen in zellfreien Systemen als Prazipitat ist typisch und ist durch den hohen Anteil
an hydrophoben Transmembransegmenten bedingt.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Expression von hPAT1 im nicht-kommerziellen, eigenem
zellfreien Expressionsystem moglich ist, sollte als n&chstes die Reaktion so optimiert werden,

dass im praparativen Ansatz grofiere Mengen an Protein hergestellt werden kdnnen.

kba 1 2 3 4
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Abb. 4.12 Expression von T7-hPAT1-(His)ip im selbst praparierten S30-Extrakt (unlds-
liche Fraktion). Western Blot-Analyse mittels (1) anti-His Antikorper, (2) anti-T7 Antikérper, (3)
anti-hPAT1-PEP1 und (4) anti-hPAT1-PEP2.
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4.2.3. Optimierung der zellfreien Expression von hPAT1%

Der offene Charakter zellfreier Expressionssysteme ermdglicht, wie erwahnt, die Variation
einer Vielzahl von Reaktionsparametern. Daher kann die Expression individuell auf die
Bediirfnisse eines bestimmten Proteins angepasst werden. Der humane H*-Aminosaure-
Cotransporter hPAT1 sollte sowohl als Prazipitat als auch l6slich in moglichst groRen Men-
gen exprimiert werden. Zundchst wurden grundlegende Komponenten variiert, die fir beide
Expressionsmodi von Bedeutung sind. Fir die l6sliche Expression wurde darlber hinaus der
Einfluss verschiedener Detergenzien auf die Expression analysiert. Fir beide Modi wurden
anschlielend Reaktionen im praparativen Mal3stab durchgefiihrt. In allen Optimierungsreak-

tionen wurde das Expressionskonstrukt T7-hPAT1-(His)1o verwendet.

Optimierung grundlegender Komponenten (analytischer Malistab)

Ausgangspunkt fir die Optimierung der Expression von hPAT1 war das Standardprotokoll fir
die zellfreie Expression von Membranproteinen von Schwarz und Mitarbeitern (Schwarz
et al. 2007a). Ein Standardansatz hatte die in Tabelle 4.7 aufgefiihrte Zusammensetzung. Um
die Expression zu optimieren wurden die Konzentrationen der Komponenten auf der rechten
Seite variiert. Die Konzentrationen der auf der linken Seite aufgefuhrten Komponenten
wurden nicht verandert. In diesem Standardansatz stehen im Reaktionsmix (RM) noch 3,5 pl
und im feeding-Mix (FM) noch 60 pl Reaktionsvolumen zur Verfiigung, um weitere Kompo-
nenten dem System zuzufiihren, oder die Konzentration bereits vorhandener Komponenten zu
erhéhen. Aufgrund des begrenzten Gesamtreaktionsvolumens musste an manchen Stellen
auch zur Erhéhung der Konzentration einer Komponente die Konzentration einer anderen
Komponente verringert werden.

Ein erster Optimierungspunkt stellte die selbst préparierte T7-Polymerase dar. Da von diesem
Enzym lediglich die Konzentration und nicht die Aktivitat bekannt war, wurde die Polyme-
rase zu Beginn im gleichen VVolumen wie die zuvor verwendete kommerzielle Variante einge-
setzt (10,5 pl). In parallel durchgefiihrten analytischen Ansétzen wurde die Polymerasekon-
zentration schrittweise von 90 pg/ml auf 0,9 pg/ml verringert. Erst nachdem die Konzentra-
tion um 99 % gesenkt wurde, konnte eine leichte Abnahme der Expression beobachtet

werden. So wurde eine Konzentration von 30 pg/ml als ausreichend bewertet. Das durch die

% Die in diesem Kapitel aufgefihrten Ergebnisse wurden teilweise von Michael Jahme im Rahmen seiner
Diplomarbeit erzielt (Jahme 2008).
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Tab. 4.7 Konzentration der Komponenten in einem Standardansatz zur zellfreien Expression
von Membranproteinen nach Schwarz et al. (Schwarz et al. 2007a). Dieser Ansatz stellte den Aus-
gangspunkt fir nachfolgende Optimierungsreaktionen dar. FM — feeding-Mix, RM — Reaktionsmix.

Konzentration konstant Konzentration variiert
NaN3; 0,05 % KOACc 320 mM
PEG8000 2% Mg(OAc)2 17 mM
HEPES 90 mM DTT 2 mM
Proteaseinhibitor complete  0,5x AS-Mix 1,25 mM im FM
Folinsdure 200 mM 0,5 mM im RM
RCDWME-Mix 1 mM tRNA 0,52 mM
ATP 1,2 mM T7-Polymerase 90 pg/mi
GTP, CTP, UTP 0,8 mM S30-Extrakt 35 % (v/v)
Pyruvat-Kinase 40 pg/ml Plasmid-DNA 13,5 pg/ml
RNase-Inhibitor 0,28 U/ul PEP 20 mM

AcP 20 mM

reduzierte T7-Polymerasemenge freiwerdende Volumen wurde mit S30-Extrakt ersetzt und
dessen Anteil damit von 35 % auf 45 % erhoht. Dadurch wurde versucht, die Entkopplung
von Transkription und Translation zu verhindern und die Effektivitat zu erhdhen®.

Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt zur Optimierung war die Aktivitat des S30-Extrakts.
Diese ist ein Hauptfaktor fir eine effiziente zellfreie Expression, héngt jedoch stark von der
Durchfiihrung der Praparation ab (YYamane et al. 2005). Aus diesem Grund wurde zusatzlich
zu dem Ersten ein neuer Extrakt prapariert und innerhalb eines Standardreaktionsansatzes mit
dem alten Extrakt verglichen. Eine Analyse der Expression von hPAT1 ergab, dass die Syn-
these im neuen Extrakt deutlich gesteigert werden konnte. Der Grund hierfur lag wahrschein-
lich in der Verwendung unterschiedlicher Kultivierungsmedien wahrend der Extraktfermen-
tation. Flr den alten Extrakt wurden die E. coli Zellen in TB-Medium, fiir den neuen in 2x
YTPG-Medium angezogen. Dieses Medium besitzt héhere Phosphat- und Glukose-Konzen-
trationen. Da Phosphat und Glukose Inhibitoren von Phosphatasen sind, wird der Abbau von
Nukleotiden und Phosphoenolpyruvat wéhrend der Reaktion reduziert (Kim & Choi 2001).
Somit ist die effektive Konzentration der Energiesubstrate héher und infolgedessen auch die

Expression erhoht.

21 Wie bereits in Punkt 4.1.6. fiir die in vivo Expression beschrieben, verlauft die Transkription durch die
T7-Polymerase siebenmal schneller als durch E. coli Polymerasen. Wird diese RNA nicht fur die Translation
weiterverwendet fuhrt dies zur Akkumulation von ungeschitzter mRNA und resultiert schlieflich in deren
Abbau. Durch Verringerung der T7-Polymerasekonzentration wurde die Menge an mRNA-Molekiilen reduziert,
und durch Erhéhung des S30-Extrakts wurden die Komponenten fur die Translation (Ribosomen und
Translationsfaktoren) im Ansatz gesteigert. So wurde versucht ein mogliches Missverhéltnis zwischen gebildeter
mRNA und den Komponenten der Translationsmaschinerie auszugleichen.
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung der Plasmid-DNA Konzentration
im Expressionsansatz einen positiven Effekt hat. Schon eine Erhthung um nur 13 % brachte
eine Steigerung der Expressionsrate.

Der Einfluss der tRNA-Konzentration sowie der AcP- und PEP-Konzentration erwies sich als
eher gering. Eine Verfiinffachung der tRNA-Konzentration im Ansatz fuhrte nur zu einer ge-
ringfiigigen Steigerung der Expression. Fir AcP und PEP wurde die Konzentration von
20 mM auf 30 mM erhoht. Dies brachte jedoch keine deutliche Expressionszunahme.
Besonders kritisch fir die Expression sind die Konzentrationen der Aminosduren. Im Stan-
dardansatz betrégt die Konzentration jeder Aminosaure 0,5 mM im RM und 1,25 mM im FM.
Um die Expression eines Proteins zu optimieren, kann die Konzentration jeder einzelnen
Aminosdure an die Zusammensetzung des Proteins angepasst werden (Klammt et al. 2004).
So wurde entsprechend der Primérsequenz von hPAT1 ein spezifischer Aminosauremix zu-
sammengestellt. Die prozentuale Haufigkeit jeder Aminosdure in der hPAT1-Sequenz wurde
auf den Aminosauremix Ubertragen. Dabei wurde die Gesamtkonzentration von 80 mM im
Aminosauremix®? beibehalten. Es zeigte sich jedoch, dass die Reaktion unter Einsatz des opti-
mierten Aminosauremix vollig inhibiert wurde. Der Grund hierflr kbnnte eine nun zu geringe
Konzentration einzelner Aminosauren sein. Fir eine erfolgreiche Expression scheint eine
Mindestkonzentration flr jede Aminosaure erforderlich zu sein. Hinzu kommt, dass verschie-
dene Aminosduren durch Enzyme des Extrakts abgebaut werden, und damit die Konzentration
nochmals verringert wird (Calhoun & Swartz 2006).

Im ndchsten Schritt sollte Gberprift werden, ob DTT durch ein Redox-shuffling System be-
stehend aus reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH/GSSG) im Ansatz ersetzt werden
kann. Reduzierende Bedingungen im Reaktionsansatz sind fur die Aktivitdt der
T7-Polymerase notig, da diese durch Oxidation inhibiert werden kann (Schwarz et al. 2007b).
Jedoch konnen unter reduzierenden Bedingungen keine Disulfidbriicken im produzierten
Protein ausgebildet werden. Durch Einsatz einer Kombination aus oxidiertem und reduziertem
Glutathion sollten zum einen optimale Bedingungen fur die T7-Polymerase geschaffen und
zum anderen die Ausbildung von Disulfidbriicken im Protein ermdglicht werden. Da der
Transporter 13 Cysteinseitenketten besitzt, sollte das Redox-shuffling System auch eine kor-
rekte Ausbildung von eventuell im nativen Protein vorhandenen Disulfidbriicken ermdglichen

und eine Aggregation durch falsch gebildete Disulfidbriicken verhindern (Goerke & Swartz

%2 Die Konzentration jeder Aminosaure im Mix betragt 4 mM. Somit betragt die Gesamtkonzentration aller
20 Aminosduren 80 mM.
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2008; Rudolph & Lilie 1996). Expressionsanalysen zeigten, dass die Synthese von hPAT1
unter beiden Bedingungen vergleichbar war. Somit konnte fiir nachfolgende Reaktionen DTT
durch GSH/GSSG ersetzt werden, ohne dass die Aktivitdt der Polymerase beeintréchtigt
wurde.

Einen weiteren Ansatzpunkt fur eine Expressionssteigerung stellt der feeding-Mix dar. Dieser
steht Uber eine Dialysemembran mit dem Reaktionsmix in Verbindung und liefert verbrauchte
Energiesubstrate und Aminoséuren nach. Des Weiteren wird der Reaktionsinhibitor anorgani-
sches Phosphat aus dem RM in den FM verdlnnt. Im Laufe der Reaktion wird jedoch die Ka-
pazitat des FM aufgebraucht. Aus diesem Grund wurde innerhalb einer Versuchsreihe getes-
tet, wie sich ein Wechsel des FM nach sieben Stunden auf die Expressionsrate von hPAT1
auswirkt. Eine Expressionsanalyse ergab, dass der Wechsel gegen einen frischen FM einen
positiven Effekt auf die Syntheserate hatte.

Praparative unlosliche Expression

Im Anschluss an die Optimierungsversuche wurde eine zellfreie Expression im préparativen
Malistab angesetzt. Dafuir wurde der neu préparierte und aktivere S30-Extrakt verwendet. Des
Weiteren wurde gegenliber dem Standardansatz die Konzentration der Aminosduren
(1,42 mM im FM; 0,88 mM im RM), der tRNA (1 mg/ml) und der Plasmid-DNA (20 pg/ml)
erhéht. Damit die Transkription nicht zum limitierenden Schritt wird, wurde die T7-Poly-
merase in einer Konzentration von 45 pg/ml, anstatt 30 pg/ml eingesetzt. Zudem wurde ein
feeding-Wechsel nach sechs Stunden durchgefiihrt. Nach Ende der Reaktion wurde der
Reaktionsansatz zentrifugiert und das Pellet wurde analog zu inclusion bodies der in vivo
Expressionsversuche in einem SDS-haltigen Solubilisierungspuffer aufgenommen. Anschlie-
Rend wurde der Transporter Uber eine Affinitdtschromatographie aus dem Solubilisat isoliert
(Abb. 4.13).

kDa El E2 E3 E4 ES5

97 —
66 —

45 —

Abb. 4.13 SDS-PAGE der Reinigung von T7-hPAT1-(His);o nach unléslicher Expression.
E — Elutionsfraktion.
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Die Konzentration der Hauptelutionsfraktion betrug 130 pg/ml. Die Gesamtausbeute dieses
2 ml-Reaktionsansatzes lag bei etwa 150 pg. Im Vergleich zu anderen Membranproteinen, die
mit diesem System exprimiert wurden, sind die erzielten Ausbeuten gering. Flr die humanen
GPCRs Neuropeptid Ys-Rezeptor und Melatonin 1B-Rezeptor konnten 3 mg bzw. 1 mg Pro-
tein pro Milliliter Reaktionsmix erreicht werden. GPCRs besitzen sieben Transmembrando-
ménen (TMD), im Gegensatz zu den meisten drug-Transportern, die oft bis zu 12 TMD
enthalten. Obwohl bekannt ist, dass die Expressionsrate unabhangig von der Anzahl der TMD
ist (Tate 2001), haben jingere Untersuchungen gezeigt, dass durchaus eine solche Korrelation
bei der Expression von Membranproteinen in zellfreien Expressionssystemen bestehen kann
(Keller etal. 2008). Als erste Vertreter der eukaryotischen drug-Transporter konnten die
organischen Anionen- und Kationen-Transporter rOCT1, rOCT2 und rOAT1 im praparativen
Malstab zellfrei hergestellt werden. Die Ausbeuten lagen zwischen 120-360 g pro Milliliter
Reaktionsmix und damit unter denen fir GPCRs (Keller et al. 2008).

Trotz der vergleichsweise geringen Konzentration an zellfrei exprimierten hPAT1 wurde eine
biophysikalische Charakterisierung mittels CD-Spektroskopie versucht. Das Fern-UV-CD-
Spektrum eines Proteins zwischen 190 und 260 nm wird durch dessen Gehalt an Sekundér-
strukturen, also a-Helizes und B-Faltblétter, charakterisiert. Das hier erhaltene Spektrum zeigt
mit einem Minimum bei 209 und 222 nm eine typische Charakteristik fiie. -helikale Struktu-
ren (Abb. 4.14). Eine Analyse des Spektrums mittels der CDPro-Software ergab, dass der
Transporter in SDS-Mizellen bereits ca. 50 % a-helikale Anteile aufwies. Ahnliche, fiir
a-helikale Strukturen typische CD-Spektren wurden auch fir die prokaryotischen drug-Trans-
porter Sugé und TehA in Gegenwart von SDS erhalten (Klammt et al. 2004). Vermutlich
wird dieser Anteil durch Transmembranbereiche reprasentiert, die in Gegenwart von SDS
dazu tendieren, a-helikale Strukturen zu bilden. So konnte fur den Kalium-Kanal KcsA ge-
zeigt werden, dass die durch NMR-Untersuchungen ermittelten a-helikalen Sekundarstruktu-
ren in SDS weitgehend mit denen in der Kristallstruktur gefundenen bereinstimmen (Chill
et al. 2006; Doyle et al. 1998).

Auf dem Weg zum nativen Protein musste der in SDS-Mizellen vorliegende Transporter nun
im nachsten Schritt durch Renaturierung in seine native Konformation tberfthrt werden. Die
in vitro Ruckfaltung erfolgte durch Pulsrenaturierung nach dem Prinzip von Rozema und
Gellman (Rozema & Gellman 1996). Dafiir wurde die Proteinldsung in einen Ruckfaltungs-
puffer (50 mM Natriumphosphat pH 8; 0,1 % (m/v) Brij 35; 1 mM EDTA; 20 mM Methyl-f-
Cyclodextrin; 5 mM GSH; 1 mM GSSG; 750 mM Arginin) bis zu einer Endkonzentration von
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Abb. 4.14 Fern-UV-CD-Spektrum von T7-hPAT1-(His);o in 50 mM Natriumphosphat, 10 mM
SDS pH 4,5.

40 pg/ml verdiinnt. Nach 24 stiindiger Inkubation des Rickfaltungsansatzes bei Raumtem-
peratur erfolgte eine Dialyse fur sechs Stunden gegen einen Puffer mit 50 mM Natriumphos-
phat pH 8; 0,1 % (m/v) Brij 35. Anschliellend wurde zur Abtrennung vorhandener Aggregate
eine Ultrazentrifugation durchgefihrt (60 min, 60000 rpm, 4 °C, Rotor TLA100.4 Beck-
mann). Dieser Riickfaltungsversuch war jedoch nicht erfolgreich, da im Uberstand der Ultra-
zentrifugation kein Protein nachgewiesen werden konnte. Fir ein screening verschiedener
Rickfaltungsbedingungen war die Ausbeute zu gering. Daher wurde nach anderen Mdoglich-
keiten gesucht, um natives Protein zu erhalten. Alternativ zur in vitro Rickfaltung des in SDS
solubilisierten Pellets kénnen prézipitierte Membranproteine aus der zellfreien Expression
auch durch Solubilisierung in milden Detergenzien in die native Konformation gebracht
werden. Wie bereits zu Beginn des Kapitels erwahnt, konnte der prokaryotische drug-Trans-
porter EmrE durch DDM solubilisiert werden und zeigte danach volle Aktivitat. Auch die
Préazipitate der eukaryotischen drug-Transporter OCT1, OCT2 und OAT1 konnten durch
LMPG solubilisiert und funktionell rekonstituiert werden. Diese Mdglichkeit der nativen So-
lubilisierung wurde auch in dieser Arbeit flir hPAT1 in einem analytischen Ansatz tberprift.
So konnte gezeigt werden, dass die Solubilisierung in einem Natriumphosphat-Puffer mit

0,1 % Brij 35 effektiver war als durch den zuvor genutzten Tris-Puffer mit SDS.
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Test verschiedener Detergenzien fiir die I6sliche Expression (analytischer Mafstab)

Um hPATL in léslicher Form im zellfreien System zu exprimieren, wurde der Einfluss von
verschiedenen Detergenzien getestet. Als Ausgangspunkt wurde der fir die unlésliche Ex-
pression optimierte Ansatz verwendet. DTT wurde dabei durch das Redox-shuffling System
bestehend aus GSH/GSSG (5 mM/1 mM) ersetzt. Nach Ende der Reaktion wurde der Ansatz
zentrifugiert um ihn in eine l6sliche und eine unlésliche Fraktion zu unterteilen. Wie in Ab-
bildung 4.15 zu erkennen, fihren nur Digitonin und die Brij-Detergenzien zu einer Islichen
Expression des Transporters. Am giinstigsten erwies sich dabei eine Expression in Anwesen-
heit von 0,1 % Brij 35 oder 0,4 % Digitonin. In Gegenwart von DDM, Triton X-100,
Tween 20 und DMPC wurde hPATL1 nur in der unldslichen Fraktion detektiert. Diese Er-
gebnisse decken sich mit den Beobachtungen fiir andere eukaryotische Membranproteine. So
wurden die GPCRs humaner Endothelin B-Rezeptor und Vasopressin Rezeptor 2 aus Schwein
besonders gut in Anwesenheit von Digitonin und der Brij-Detergenzien in l6slicher Form ex-
primiert (Klammt et al. 2005; Klammt et al. 2007). Im Gegensatz dazu konnte der prokaryoti-

sche drug-Transporter EmrE I6slich in Gegenwart von DDM exprimiert werden (Elbaz 2004).

A B
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Abb. 4.15 Einfluss von Detergenzien auf die l6sliche Expression von T7-hPAT1-(His)1o.
(A) losliche Fraktionen. (B) unldsliche Fraktionen. Western Blot-Analyse mittels anti-His Antikorper.
1 — ohne Detergenz; 2 - 0,1 % DDM; 3 - 0,1 % Brij 35; 4 — 1 % Brij 58; 5 — 1 % Brij 78; 6 — 4 mg/ml
DMPC; 7 - 0,4 % Digitonin; 8 — 0,2 % Triton X-100; 9 — 1 % Tween 20.

Praparative l6sliche Expression in Gegenwart von Brij 35

Fur eine l6sliche Expression von hPAT1 im praparativen Malstab wurde das kostenglnstige
Brij 35 in einer Endkonzentration von 0,1 % (m/v) eingesetzt. Um den Transporter zu isolie-
ren, wurde nach Ende der Reaktion die l6sliche Fraktion einer Affinitatschromatographie (Ni-
NTA) unterzogen. Die Elution erfolgte durch einen Puffer, der 500 mM Imidazol enthielt.
Eine Analyse der Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE zeigte jedoch, dass diese Reinigung
sehr ineffektiv war. In allen Elutionsfraktionen waren zahlreiche Proteinbanden zu erkennen.

Mittels Western Blot-Analyse konnte hPAT1 in den Elutionsfraktionen detektiert werden.
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Abb. 4.16 Reinigung von T7-hPAT1-(His);, nach loslicher Expression in Gegenwart von 0,1 %
Brij 35. Die Elution erfolgte mittels Imidazol-Stufengradient. (A) SDS-PAGE. (B) Western Blot-
Analyse mittels anti-hPAT1-PEP2. E — Elutionsfraktion.

Um die Reinigung effektiver zu gestalten, wurden in einem zweiten Versuch die Reinigungs-
bedingungen veréndert. Die l6sliche Fraktion wurde vor der Reinigung gegen einen Puffer
dialysiert der 500 mM NaCl und 10 mM Imidazol enthielt (50 mM Natrimphosphat pH 8;
0,1 % (w/v) Brij 35; 5 mM GSH; 1 mM GSSG; 500 mM NaCl; 10 mM Imidazol). Damit
sollten die unspezifischen Bindungen anderer Proteine des Extraktes an das Saulenmaterial
reduziert werden. Des Weiteren wurde nicht mehr durch eine StoRelution mit 500 mM
Imidazol eluiert, sondern ein Imidazol-Stufengradient Uber funf Imidazol-Konzentrationen
verwendet. Diese Reinigungsstrategie erwies sich als effektiver. Sowohl das SDS-Gel als
auch ein Western Blot zeigten, dass hPAT1 spezifisch bei einer Konzentration von 100 mM
Imidazol eluierte (Abb. 4.16). Die Identitdt des Transporters konnte auch Uber
Massenspektrometrie bestatigt werden. Dennoch waren zusétzliche Banden in den hPAT1-
spezifischen Elutionsfraktionen zu erkennen. Nachfolgende spezifische Proteinkonzentra-
tionsbestimmungen und Charakterisierungen waren aus diesem Grund fiir den I6slich expri-
mierten hPAT1 nicht moglich. In der Literatur sind die aufgetretenen Probleme bei der
Reinigung von mit diesem System l6slich exprimierten Membranproteinen nicht beschrieben.
Der Vasopressin Rezeptor 2 konnte in Gegenwart von 0,1 % Brij 35 gereinigt und fur eine
Analyse durch CD-Spektroskopie eingesetzt werden (Klammt et al. 2005).

78



4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

4.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der zellfreien Expression und Ausblick

Es ist gelungen ein Expressionssystem zu etablieren, in dem der humane H*-Aminosaure-
Cotransporter hPAT1 zellfrei exprimiert werden kann. Ausgehend von einem Standardproto-
koll fur die zellfreie Expression wurde die Synthese des Transporters durch Variation ver-
schiedener Komponenten deutlich gesteigert. So konnte der Transporter im unldslichen Ex-
pressionsmodus nach Solubilisierung und Reinigung mit einer Ausbeute von 75 pg pro Milli-
liter Reaktionsmix erhalten werden. Eine erste biophysikalische Charakterisierung mittels
CD-Spektroskopie folgte und ergab einen a-helikalen Anteil von etwa 50 %, ein typischer
Befund fur ein Transmembranprotein in SDS. Auch wenn die erhaltenen Ausbeuten unter
denen fur GPCRs liegen, zeigen Untersuchungen der eukaryotischen drug-Transporter
rOCT1, rOCT2 und rOAT], dass eine Rekonstitution in Liposomen und die Durchfiihrung
von Funktionstests erfolgreich sein kénnen (Keller et al. 2008).

Um eine nachtragliche in vitro Renaturierung des in SDS-solubilisierten Prazipitats zu umge-
hen, sollte in zukilinftigen Versuchen eine Solubilisierung in verschiedenen milden Detergen-
zien versucht werden. Erste Untersuchungen dazu haben bereits gezeigt, dass die Solubilisie-
rung in Brij 35 moglich ist. Des Weiteren konnte die Verwendung von LMPG untersucht
werden. Fir rOCT1, rOCT2 und rOAT1 resultierte die Solubilisierung in diesem Detergenz in
einer funktionellen Rekonstitution der Transporter (Keller et al. 2008).

Um hPAT1 in I6slicher Form zu exprimieren, wurden verschiedene Detergenzien getestet.
Der Transporter konnte nur in Gegenwart von Digitonin und Brij 35 in Lésung synthetisiert
werden. Fir einen préparativen Ansatz wurde Brij 35 gewahlt. Dabei zeigte sich jedoch, dass
die Reinigung sehr uneffektiv war. In den Elutionsfraktionen waren neben hPAT1 noch wei-
tere Proteine enthalten, wodurch eine spektralphotometrische Quantifizierung und eine bio-
physikalische Charakterisierung nicht méglich waren. Um die Reinigung zu optimieren,
konnte der Transporter in einem zweiten Reinigungsschritt tber den N-terminalen T7-tag
isoliert werden. Die Affinitatsreinigung erfolgt dabei tber immobilisierte anti-T7 Antikorper.
Zur Elution wird das T7-Peptid eingesetzt.

Um die Ausbeute noch weiter zu erhéhen, kdnnten zusatzliche Optimierungsversuche unter-
nommen werden. Ein Ansatzpunkt wére, den S30-Extrakt aus einem anderen E. coli-Stamm
zu préparieren. Zum Beispiel erhdlt man durch Verwendung des Stammes BI21 (DE3) Star
RNase E-defiziente und Chaperon-angereicherte Extrakte (Jun etal. 2008). Erfolgt die
Préparation des Extraktes aus E. coli KC6, bekommt man einen Extrakt der defizient an En-

zymen ist, die fur den Abbau von bestimmten Aminoséuren verantwortlich sind (Calhoun &
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Swartz 2006). Aber auch verdnderte Fermentationsbedingungen koénnen zu einer
Aktivitatssteigerung fuhren. So wird durch Fermentation von E. coli K12 A19 bei 42 °C in
einem Aminoséure-angereicherten Medium ein Extrakt gewonnen, der durch das schnellere

Wachstum der Zellen mehr Ribosomen enthélt (Yamane et al. 2005).

Im Gegensatz zur in vivo Expression in E. coli, konnten mit dem in dieser Arbeit etablierten
zellfreien Expressionssystem akzeptable Mengen des Transporterproteins hergestellt werden.
Die Ursachen flr die stark abweichenden Effizienzen beider Expressionssysteme kdnnen sehr
vielféltig sein. Zum einen wird die mMRNA im zellfreien System durch Zugabe von RNase-
Inhibitoren vor Abbau geschiitzt. Zum anderen werden die exprimierten Proteine durch Zu-
gabe von Protease-Inhibitoren im Reaktionsmix stabilisiert. Ein weiterer moglicher Grund
konnte die unterschiedliche codon usage zwischen E. coli und humanen Zellen sein. Es ist
anzunehmen, dass die tRNAs im zellfreien System im Uberschuss vorliegen. Damit stellt die
Konzentration der kritischen tRNA-Molekdle nicht mehr den limitierenden Faktor der Trans-
lationsreaktion dar.

Die Vorteile des zellfreien Expressionssystems, insbesondere der offene Charakter und die
damit verbundene vollstandige Kontrolle (iber viele Reaktionsparameter, wurden anhand der

Expression des humanen H*-Aminosaure-Cotransporters nochmals verdeutlicht.
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4.3. Identifizierung einer essentiellen Disulfidbrtcke in hPAT1

In diesem Teil der Arbeit sollte die Funktion extrazellularer Cysteinseitenketten im humanen
H*-Aminoséure-Cotransporter hPAT1 untersucht und die Existenz von Disulfidbriicken (iber-
priift werden. Disulfidbriicken? stellen eine typische posttranslationale Modifizierung bei
Eukaryoten dar und werden in sezernierten Proteinen oder in den extrazellularen Bereichen
von Membranproteinen ausgebildet. Die Knupfung von Disulfidbindungen erfolgt enzymka-
talysiert durch die Proteindisulfidisomerase im endoplasmatischen Retikulum innerhalb einer
Thiol-Disulfid-Austauschreaktion. Disulfidbriicken sind fir viele Membranproteine wichtig,
um deren dreidimensionale Struktur (Tertidrstruktur) auszubilden und zu stabilisieren. Die
kovalente Bindung ist dabei deutlich stabiler als nicht-kovalente Wechselwirkungen wie z.B.
Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen. Die exakte Ausbildung
der Tertiérstruktur ist wiederum essentiell fiir die Stabilitat, die Funktion, den intrazellularen
Transport (trafficking) und die Plasmamembranlokalisation von Membranproteinen.

Wichtig fur die Bildung einer Disulfidbriicke ist der Abstand der zu verkniipfenden Cystein-
seitenketten. Die beiden Schwefelatome mussen fur den Thiol-Disulfid-Austausch in einer
definierten Entfernung zu einander stehen. Dieser kritische, maximale Abstand zwischen zwei
kovalent verkniipften Cysteinseitenketten kann auch fir die Aufklarung der Tertiar- und
Quartérstruktur eines Proteins genutzt werden. Somit kann die Analyse von Disulfidverbru-
ckungen innerhalb eines Proteins andere abstandsmessende Methoden, wie z.B. den Fluores-
zenz-Resonanz-Energietransfer und den nuklearen Overhauser-Effekt der NMR-Spektrosko-
pie ergdnzen (Wedemeyer et al. 2000).

Fur eine Vielzahl von Vertretern der grofiten Gruppe der Membranproteine, der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, wurden funktionell wichtige intramolekulare Disulfidbriicken nach-
gewiesen. So konnten fur den humanen Glucagon-like peptide-1 Rezeptor und fir den
humanen Parathormon-Rezeptor allein in der N-terminalen extrazelluldren Domane drei Di-
sulfidbriicken identifiziert werden (Bazarsuren et al. 2002; Grauschopf et al. 2000). Zusatz-
lich ist die erste extrazellulare Schleife mit der zweiten Uber eine Disulfidbindung verbrickt.
Fur die solute carrier dagegen sind in der Literatur relativ wenige Untersuchungen zu diesem
Thema zu finden. Disulfidbriicken konnten im Serotonin-Transporter SERT und im Dopamin-

Transporter DAT nachgewiesen werden (Chen et al. 1997; Chen et al. 2007a). Diese scheinen

% Die Kniipfung einer kovalenten Bindung zwischen zwei Schwefelatomen zweier Cysteinseitenketten in einem
Protein wird als intramolekulare Disulfidbricke bezeichnet. Eine intermolekulare Disulfidbriicke besteht
zwischen Cysteinresten zweier Proteine.
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jedoch fir die Transportfunktion nicht essentiell zu sein. Im Gegensatz dazu wurde fur den
Na*/Glukose-Cotransporter SGLT1 schon friih die Existenz einer funktionell wichtigen Disul-
fidbriicke vermutet. Turner und George haben bereits zu Beginn der 80er Jahre gezeigt, dass
die Inkubation von Birstensaummembranvesikeln der duReren Nierenrinde von Kaninchen
mit dem reduzierenden Reagens DTT zu einer verédnderten Affinitdt und Bindungscharakte-
ristik des nicht-transportierten Inhibitors Phlorizin fuhrt (Turner & George 1983; Turner &
George 1984). Spater untersuchten Gagnon und Mitarbeiter den Einfluss von DTT auf die
Funktion des in X. laevis Oozyten exprimierten SGLT1 und konnten den Effekt bestétigen.
Durch Mutagenesestudien wurde schlieBlich eine Disulfidbriicke identifiziert (Gagnon et al.
2006).

Eine weitere wichtige Aufgabe von Disulifidbriicken ist die Stabilisierung von Membranpro-
teinen in der Plasmamembran. Fiir den Typ Ila Na'/Phosphat-Cotransporter zeigten Lambert
et al., dass durch Inkubation mit dem reduzierenden Reagens TCEP nicht nur die Funktion
des Transporters inhibiert, sondern auch die Menge an Protein in der Plasmamembran redu-
ziert wurde (Lambert et al. 2000). Die Reduktion einer Disulfidbriicke fiihrte zu einer Konfor-
mationsénderung innerhalb des Proteins. Dies l6ste wiederum eine Internalisierung und eine
Degradation in Lysosomen aus. Ahnlich stabilisierende Effekte einer intramolekularen Disul-
fidbindung beobachteten Wakabayashi und Mitarbeiter fur den humanen ABC-Transporter
ABCG2 (Wakabayashi et al. 2007).

Eine Disulfidbindung kann auch an der Oligomerisierung von Proteinen beteiligt sein. So
wurde eine intermolekulare Verbriickung fir den Serotonin-Transporter der Ratte und den
ABC-Transporter ABCG2 (Jess et al. 1996; Kage et al. 2005) nachgewiesen.

Demgegenuber haben einzelne Cysteinseitenketten, auch ohne Beteiligung an einer Disulfid-
bindung, wichtige Funktionen fur den intrazelluldren Transport und das targeting des Proteins
zur Plasmamembran (Chen etal. 1997; Henriksen etal. 2005; Pajor etal. 1999). Des
Weiteren wurde fur die organischen Kationen-Transporter rOCT1, rOCT2 (Sturm et al. 2007)
und den H¥/organische Kationen Antiporter MATE1 (multidrug and toxin extrusion) (Asaka
et al. 2007) gezeigt, dass Cysteinseitenketten innerhalb von Transmembrandoménen essentiell

fur die Substratbindung sind.

In der Aminosauresequenz des hPAT1-Proteins befinden sich 13 Cysteinreste. Gegenwartig
werden in der Literatur zwei Topologie-Modelle fur hPAT1 diskutiert (Boll et al. 2003b;

Chen etal. 2003). Bezieht man sich auf das 11-Transmembrandomanen-Modell, verfligt
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hPATL extrazellular Gber drei Cysteinseitenketten (C180, C329 und C473) (Abb. 4.17). Finf
weitere Cysteinreste befinden sich in Transmembrandoménen drei, sieben und neun. Die ver-
bleibenden funf Cysteinreste sind in den intrazelluldren Schleifen lokalisiert. VVon den drei
putativ extrazelluldr gelegenen Cysteinresten sind C180 und C329 hoch konserviert und konn-
ten an analogen Positionen anderer Spezies (Ratte, Maus und Kaninchen) und den Para-
logen (hPAT2 und hPAT3) des Aminosdure-Transporters identifiziert werden (Abb. 4.18).
Cystein 473 ist nicht konserviert und ist nur im humanen PAT1 vorhanden.

Fur die Untersuchungen wurden Mutanten des Transportproteins hergestellt, in denen die
Cysteinreste durch Alanin- bzw. Serinreste ausgetauscht wurden. Anschlielend sollten die
Mutanten funktionell und biochemisch analysiert werden. Flr diese Charakterisierungen wur-
den das Wildtypprotein (nicht-mutierter Transporter) und die Varianten zum einen heterolog
mit Hilfe des Vaccinia-Virus-Expressionssystems in HRPE-Zellen exprimiert. Zum anderen
erfolgte die Charakterisierung in cRNA-injizierten X. laevis Oozyten. Die Klonierung des
eukaryotischen Expressionsplasmids pSPORT1-hPAT1 wurde durch Mitarbeiterinnen der
Arbeitsgruppe Membrantransport im Biozentrum der Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg (Kristin Natho und Linda Laug) durchgeflhrt. Die Charakterisierung des damit

extrazellular

{ G”%
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©
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GQQQ@@QQ® intrazelluldr
Abb. 4.17 Zwei-Dimensionales Topologiemodell des humanen PATL. Die in dieser Studie unter-
suchten putativ extrazelluldren Cysteinreste sind schwarz dargestellt. Cysteinreste in den Transmem-

brandoménen sind grau hervorgehoben. Enthommen aus der Dissertation von Linda Laug (Metzner
2007).
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Extrazelluléare Schleife 2 Extrazellulare Schleife 4 C-Terminus

170 180 190 | 320 330 340 | 460 470

[ | [ [ [ [ [
hPAT1 IEAANGTTNNCHNNETVILTP | GSITLNLPNCWLYQSVKLLYS IQPSNAPIFINSTICAFI
rPAT1 IEAANGTTTNCNNNETVILTP | GSITLNLPNCWLYQSVKLLYS IQPSHSDSSTNSTISAFI
mPAT1 IEAANGTTTNCNNNVTVIPTP | GSITLNLPNCWLYQSVKLLYS I1QPSHSDSSTNSTISAFI
rbPAT1 | 1EAANGTTSDCHNNETVVLTP | GSITLNLPNCWLYQSVKLLYS I1QPSNAPIFINSTSAYV
hPAT2 | VEAVNSTTNNCYSNETVILTP | ASISLNLPNCWLYQSVKLLY LKSEDSHPFSNSTTFVR
hPAT3 VEEAHVTSNICRQPREILTLTP | ASITLNLPNCWLYQSVKLMYS LPQP I SHSMANSTGVHA

Abb. 4.18 Partielles Aminosauresequenz-Alignment der extrazellularen Schleifen 2 und 4 sowie
des C-Terminus von PAT1 aus Mensch (hPAT1), Maus (mPAT1), Ratte (rPAT1), Kaninchen
(rbPAT1) und den humanen Paralogen PAT2 sowie PAT3. Die flr diese Arbeit relevanten Cys-
teinreste sind eingerahmt. Die Nummerierung bezieht sich nur auf die Aminoséuresequenz des huma-
nen PAT1.

heterolog in HRPE-Zellen exprimierten Transporters wurde umfassend in Metzner et al. un-
tersucht, wobei die Funktionalitat bestatigt werden konnte (Metzner etal. 2008). Die
Charakterisierung des hPAT1-Transportsystems in X. laevis Oozyten wird im folgenden Ka-
pitel n&her beschrieben.

4.3.1. Klonierung der hPAT1 cDNA in den Oozytenexpressionsvektor pNKS und
anschlieBende Bestimmung der Transportcharakteristika

Mit Hilfe der beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurde die codierende Sequenz
des Transporters mittels PCR aus dem Vektor pSPORT1-hPAT1 (Metzner etal. 2008)
amplifiziert und in den Oozyten-Expressionsvektor pNKS inseriert (siehe Kapitel 2.5,
Tab. 2.16 und 2.14). Danach erfolgte die cRNA-Praparation wie im Methodenteil beschrieben
(Kapitel 3.2.9.).

In hPAT1-cRNA-injizierten X. laevis Oozyten induzierten die prototypischen Substrate Gly-
zin und Prolin in einer Konzentration von 20 mM und bei einem extrazellularen pH-Wert von
6,5 spezifische Strome in Hohe von 130 und 170 nA (Abb. 4.19 A). Tryptophan dagegen, als
Inhibitor des hPAT1-spezifischen Aminoséuretransports (Metzner et al. 2005), konnte keinen
Strom in cRNA-injizierten Oozyten ausldsen. In Oozyten, die als Kontrollgruppe mit Wasser
injiziert wurden, wurden keine Strdme durch die applizierten Aminoséuren detektiert. Des
Weiteren zeigte der Transport von Glyzin eine starke Abhangigkeit von einem nach innen

gerichteten pH-Gradienten (Abb. 4.19 B). Bei extrazellularen pH-Werten von 8 und 7,5 war
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Abb. 4.19 Funktionelle Charakterisierung von hPAT1 im X. laevis Expressionssystem.
(A) Représentative Darstellung der durch Applikation verschiedener Aminosauren induzierten Stréme
in hPAT1-exprimierenden X. laevis Oozyten (untere Spur). Die Aminosduren waren in einer
Konzentration von 20 mM in ORI PAT pH 6,5 geldst. Die obere Aufzeichnungsspur représentiert den
in Wasser-injizierten Oozyten gemessenen Strom nach Applikation der Aminoséuren. (B) hPAT1-
exprimierende Oozyten wurden mit 20 mM Glyzin in ORi PAT bei verschiedenen pH-Werten inku-
biert. Die induzierten Stréme | wurden aus der Differenz der gemessenen Stréme in An- und Abwe-
senheit von Glyzin berechnet. Es sind Mittelwerte £ S.E.M. von sieben Oozyten aus je zwei verschie-
denen Oozytenpraparationen dargestellt.

die Aufnahme von Glyzin sehr gering. Mit steigender H*-Konzentration erhohte sich die
Transportrate, und erreichte bei pH 5,5 und 5,0 ein Maximum. Die Michaelis-Konstante (Kj),
als MaR flr die Affinitat eines Substrats zum Transportsystem, war fur Glyzin mit
11,4 + 1,2 mM vergleichbar mit Angaben aus der Literatur (Boll et al. 2002; Boll et al. 2003a;
Foltz etal. 2005). Somit konnte auch im X. laevis Oozyten-Expressionssystem die

Funktionalitat des Transporters bestatigt werden.

4.3.2. Einfluss von DTT auf die Transportfunktion von hPAT1

Nach der Charakterisierung des Transporters im X. laevis Oozyten-Expressionssystem wurden
hPAT1-exprimierende HRPE-Zellen und X. laevis Oozyten fur 20 Minuten mit 10 mM DTT
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung der Transportaktivitat durch
Aufnahme von Tritium-markiertem L-Prolin in die HRPE-Zellen bzw. durch elektrophysiolo-

gische Messungen mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklammer-Technik an Oozyten.
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Abb. 4.20 Einfluss des reduzierenden Reagens DTT auf die Transportaktivitdit von hPAT1.
(A) Wasser-injizierte (H,O) und hPAT1 cRNA-injizierte (hPAT1) X. laevis Oozyten wurden fir
20 min bei Raumtemperatur in Barth’s Medium mit (10mM) und ohne DTT (0 mM) inkubiert. Danach
wurde der durch 20 mM Glyzin in ORi PAT pH 6,5 induzierte Strom in An- bzw. Abwesenheit von
DTT (10 mM) ermittelt. Die induzierten Strome Iy, Wwurden aus der Differenz der gemessenen
Stréme in An- und Abwesenheit der Aminosaure berechnet. Mittelwert + S.E.M. von n = 6 Oozyten
aus je zwei verschiedenen Oozytenpréparationen. (B) Mit Leervektor pSPORT1 und pSPORT1-
hPAT1 (hPAT1) transfizierte HRPE-Zellen wurden fir 20 min bei Raumtemperatur mit (10 mM) und
ohne DTT (0 mM) behandelt. Die Aufnahme von L-[*H]Prolin (20 nM) wurde in An- bzw.
Abwesenheit von 10 mM DTT bei pH 6,0 Uber 10 min bestimmt. Mittelwert + S.E.M., n = 4.

In Abbildung 4.20 ist deutlich zu erkennen, dass die Transportaktivitdt in beiden Systemen
durch DTT-Behandlung stark inhibiert wird. Unter reduzierenden Bedingungen war der
Transport von Glyzin in hPAT1-exprimierenden Oozyten auf ca. 15 % des Stromes in unbe-
handelten Oozyten verringert (Abb. 4.20 A). Als Kontrolle wurden Wasser-injizierte Oozyten
verwendet. Die L-[*H]Prolinaufnahme in hPAT1 exprimierenden HRPE-Zellen war, im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen, auf ca. 40 % gesenkt (Abb. 4.20 B). Als Kontrolle wurden
mit Leervektor pPSPORT1-transfizierte HRPE-Zellen mitgefihrt. Somit konnte in zwei ver-
schiedenen Expressionssystemen unabhangig voneinander gezeigt werden, dass DTT einen
inhibierenden Effekt auf die Transportfunktion von hPAT1 besitzt. Diese Ergebnisse deuten
auf die Existenz einer funktionell wichtigen Disulfidbriicke hin. Unterstiitzt wird diese
Vermutung durch Befunde aus der Literatur. Der inhibierende Effekt von DTT auf die Trans-
portfunktion von SGLT1 wurde durch die Reduktion der Disulfidbrticke erklart (Gagnon et al.
2006). Auch fur G-Protein gekoppelte Rezeptoren, wie z.B. Gonadotropin-releasing Hormon
Rezeptor und Melanocortin-1 Rezeptor, wurden solche Beobachtungen beschrieben (Cook &
Eidne 1997; Frandberg et al. 2001).
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4.3.3. Untersuchung der Transportaktivitat und Oberflachenexpression von Cystein-
Einzelmutanten

Im néchsten Schritt sollten die flr die Transportfunktion essentiellen Cysteinreste in hPAT1
identifiziert werden. Dazu wurden Mutagenesestudien durchgefiihrt. Mit Hilfe solcher Unter-
suchungen konnten z.B. fur DAT und SERT Cysteinreste ermittelt werden, die an einer Disul-
fidbriicke beteiligt sind (Chen et al. 1997; Chen et al. 2007a). Des Weiteren ermdglicht diese
Methode die Identifizierung funktionell wichtiger Cysteinseitenketten, wie es beispielsweise
fur rOCT1, rOCT2 und MATEL1 gezeigt wurde (Sturm et al. 2007; Asaka et al. 2007).

Die extrazellularen Cysteinreste C180, C329 und C473 wurden in hPATL1 durch zielgerichtete
Mutagenese jeweils durch Alanin bzw. Serin ersetzt. Die erhaltenen Einzelmutanten wurden
als C180A, C180S, C329A, C329S, C473A und C473S bezeichnet. Um die Detektion des
Proteins in nachfolgenden Western Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen zu erleichtern,
wurde das Wildtyptransportprotein (nicht-mutiert) und alle Einzelmutanten mit einem
N-terminalen Hamagglutinin (HA)-tag exprimiert (HA-hPAT1). Fur die Klonierung des
Wildtyp-Transporters wurde die codierende Sequenz mittels PCR aus dem Vektor
pSPORT1-HA-hPAT1 (Metzner et al. 2008) amplifiziert und in den Oozyten-Expressions-
vektor pNKS inseriert (siehe Kapitel 2.5, Tab. 2.16 und 2.14). Dieses Konstrukt diente als
template fur die nachfolgenden Mutagenese-Reaktionen (siehe Kapitel 2.5, Tab. 2.15 und
Kapitel 3.2.4)

Fur den heterolog in HRPE-Zellen exprimierten Transporter wurde bereits gezeigt, dass
Transporteigenschaften wie Aktivitat, Affinitdt und Substratspezifitdt durch das Einfihren
eines HA-tags nicht beeinflusst werden (Metzner et al. 2008). Fur das X. laevis Oozyten-
Expressionssystem sind Experimente zur pH-Abhéngigkeit und der Transportaktivitat von
hPAT1 und HA-hPAT1 in Abbildung 4.21 dargestellt. Bei beiden Transportervarianten wird
der Glyzintransport durch einen nach innen gerichteten H*-Gradienten stimuliert. Des Wei-
teren ist der Transport in beiden Féllen mit vergleichbaren Maximalstromen von 312 + 40 nA
(hPAT1) und 268 = 50 nA (HA-hPAT1) sattighar. Die ermittelten Ki-Werte von
11,4 +1,2 mM fir hPAT1 und 12,4 £ 1,7 mM fiir HA-hPAT1 sind nahezu identisch. Somit
hat die Fusion eines HA-tags an den N-Terminus des Proteins keinen Einfluss auf die Trans-
portfunktion. In allen nachfolgenden Experimenten wurde ausschlieflich mit dem Fusions-
protein HA-hPAT1 gearbeitet.
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Abb. 4.21 Funktionelle Charakterisierung von HA-hPAT1 und hPAT1 im X. laevis-Expressions-
system. (A) hPAT1- und HA-hPAT1-exprimierende Oozyten wurden mit 20 mM Glyzin in ORi PAT
bei verschiedenen pH-Werten inkubiert. Die induzierten Strdme | wurden aus der Differenz der ge-
messenen Strome in An- und Abwesenheit von Glyzin berechnet. Es sind Mittelwerte + S.E.M. von
sieben gemessenen Oozyten aus je zwei verschiedenen Oozytenpréparationen dargestellt. (B) hPAT1-
und HA-hPAT1-exprimierende Oozyten wurden in ORi PAT pH 6,5 mit verschiedenen Glyzinkon-
zentrationen inkubiert. Die induzierten Strome | wurden aus der Differenz der gemessenen Stréme in
An- und Abwesenheit von Glyzin berechnet. Mittelwerte + S.E.M. von n = 6 Oozyten von je zwei
verschiedenen Oozytenpréparationen.

Nach Bestimmung der Transportcharakteristika des Wildtypproteins erfolgte die Untersu-
chung der Funktion der generierten Cystein-Einzelmutanten in cRNA-injizierten Oozyten und
cDNA-transfizierten HRPE-Zellen. Mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklammer-Tech-
nik wurde flr den Wildtyp und fur jede Einzelmutante der durch Glyzin induzierte Strom er-
mittelt (Abb. 4.22 A). Wasser-injizierte Oozyten dienten als Kontrolle. Der Austausch der
konservierten Cysteinreste an Position 180 und 329 fiihrte zu einer deutlich verringerten
Transportaktivitat der entsprechenden Proteinvarianten. Die Strome der C180A-, C180S-,
C329A- und C329S-Mutanten waren, bezogen auf den Wildtyp, auf 13 %, 2 %, 27 % und
17 % reduziert. Die Substitution des nicht-konservierten Cysteinrestes an Position 473 hatte
dagegen nur einen geringen Einfluss auf die Transportaktivitat von hPAT1. Die Glyzin-indu-
zierten Strome der Mutanten C473A und C473S waren mit denen des Wildtyptransporters
vergleichbar.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die in HRPE-Zellen exprimierten Cystein-Mutanten erhalten
(Abb. 4.22 B). Als Kontrolle wurden HRPE-Zellen verwendet, die mit dem Leervektor

pSPORT1 transfiziert wurden. Hier resultierte der Austausch der konservierten Cysteinreste
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Abb. 4.22 Transportaktivitait des Wildtyptransporters und der Cystein-Mutanten von
HA-hPATL. (A) X. laevis Oozyten wurden mit der HA-hPAT1 cRNA des Wildtypproteins oder der
Mutanten injiziert. Wasser-injizierte Oozyten (H,0) dienten als Kontrolle. Die durch 20 mM Glyzin
induzierten Strome l,og, Wurden aus der Differenz der gemessenen Stréme in An- und Abwesenheit
der Aminosdure berechnet. Mittelwert = S.E.M., n = 5-6 Oozyten aus je zwei verschiedenen Oozy-
tenpraparationen. (B) L-[*H]Prolin-Aufnahme (20 nM, 10 min, pH 6,0) in Wildtyp- und Mutanten-
exprimierenden HRPE-Zellen. Mit Leervektor pSPORT1 transfizierte HRPE-Zellen dienten als
Kontrolle. Mittelwert £+ S.E.M., n = 4.

an Position 180 und 329 in einem vollstdndigen Verlust der Aktivitdt. Die spezifische
L-[®H]Prolinaufnahme der C180A-, C180S-, C329A- und C329S-Mutanten war mit der von
Leervektor-transfizierten Zellen vergleichbar. Der Austausch des nicht konservierten Cystein-

restes C473 hatte keinen Einfluss auf die Transportaktivitat.

Auch fiir andere Transporter der SLC-Superfamilie konnte ein Verlust der Transportaktivitét
nach ortsspezifischen Mutagenesestudien von Cysteinresten beobachtet werden. Fir den
Serotonin-Transporter SERT (SLC 6A4) (Chen etal. 1997) und den Dopamin-Transporter
DAT (SLC 6A3) (Chen et al. 2007a) haben Untersuchungen der Einzelmutanten gezeigt, dass
der Funktionsverlust auf eine verminderte Dichte der Proteine in der Plasmamembran
zuritickzufuhren war. Um fiir die hPAT1-Mutanten ein verandertes trafficking innerhalb der
Zelle oder eine fehlerhafte Insertion in die Membran auszuschliel3en, wurde die Plasmamem-

branexpression der Cystein-Einzelmutanten mittels Immunfluoreszenz-Analysen untersucht.
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Abb. 4.23 Immunfluoreszenz-Analyse des Wildtyptransporters und der Cystein-Mutanten von
HA-hPATL. (A) X. laevis Oozyten wurden mit der HA-hPAT1 cRNA des Wildtypproteins und der
Mutanten injiziert. Wasser-injizierte Oozyten (H,O) dienten als Kontrolle. Die Anfarbung erfolgte
mittels eines primaren anti-HA-tag Antikorpers aus Kaninchen und eines sekundaren anti-Kaninchen
Alexa Fluor® 488 Antikorpers aus Ziege. (B) HRPE-Zellen wurden mit der HA-hPAT1 cDNA des
Wildtypproteins- und der Mutanten transfiziert. Mit Leervektor pSPORT1 transfizierte HRPE-Zellen
dienten als Kontrolle. Fir die Anfarbung der Transporterproteine wurde ein primérer anti-HA-tag
Antikoérper aus Kaninchen und ein sekundrer anti-Kaninchen Alexa Fluor® 488 Antikorper aus Ziege
verwendet. Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) detektiert.

In Abbildung 4.23 sind Imunfluoreszenzstudien an cRNA-injizierten X. laevis Oozyten und
cDNA-transfizierten HRPE-Zellen dargestellt. Als Kontrolle wurden Wasser-injizierte Oozy-
ten bzw. mit Leervektor pSPORT1 transfizierte HRPE-Zellen mitgefihrt. In X. laevis Oozy-
ten zeigten alle Cystein-Einzelmutanten, bis auf eine, eine membranstandige Lokalisation. Die
Intensitat der Immunfluoreszenz der C180S-Mutante war mit der von Kontroll-Oozyten ver-

gleichbar. Somit kdnnte der Aktivitatsverlust dieser Mutante hypothetisch durch eine vermin-
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derte Plasmamembranexpression erklarbar sein. Interessanterweise hatte der Austausch des
Cysteinrestes an Position 180 gegen Alanin keine Auswirkungen auf die Lokalisierung des
Proteins. Ahnliche Beobachtungen wurden von Karnik und Mitarbeitern fiir den G-Protein
gekoppelten Rezeptor Rhodopsin beschrieben (Karnik et al. 1988). Sie haben gezeigt, dass
der Austausch eines konservierten Cysteinrests gegen Serin die Rezeptorfaltung und Stabilitét
erheblich beeintrachtigte. Wahrscheinlich sind diese Effekte durch die hohe Hydrophilie der
Serinseitenkette bedingt.

Die Immunfluoreszenz-Analyse der in HRPE-Zellen exprimierten Cystein-Mutanten ergab
eine membransténdige Lokalisation fir alle Proteinvarianten.

Diese Untersuchungen zeigen, dass der Verlust der Transportaktivitat der Cystein-Mutanten
C180A, C180S, C329A und C329S nicht durch eine Misslokalisation der mutierten Proteine
innerhalb der Zelle verursacht wird. Diese Ergebnisse und insbesondere die Tatsache, dass
nur der Austausch der hoch konservierten Cysteinreste 180 und 329 zu einem Aktivitéatsver-
lust fiihren, deuten auf eine Disulfidverbrickung zwischen C180 und C329 hin (Dorn et al.
2009b).

4.3.4. Nachweis einer Disulfidbriicke in hPAT1

Zelloberflachenbiotinylierung freier SH-Gruppen der Cystein-Einzelmutanten

Im folgenden Abschnitt wurden an cRNA-injizierten Oozyten Biotinylierungsstudien mit
einem Membran-impermeablen thiolreaktiven Maleimid-PEG3;-Biotin Reagens durchgefiihrt.
Durch die Maleimidgruppe ist eine spezifische Markierung von freien Sulfhydrylgruppen in
Zelloberfliachenproteinen moglich. Uber das Biotinmolekiil kénnen die markierten Proteine
durch Inkubation mit immobilisiertem Neutravidin isoliert werden.

Der H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1 verfiigt (iber drei putativ extrazellulire Cystein-
reste. Unter der Annahme einer Disulfidverbriickung innerhalb von hPATL sollte fir den
Wildtyp eine Biotinylierung des Proteins tber die dritte, freie Sulfhydrylgruppe stattfinden. In
den Einzelmutanten wiirde eine Disulfidbindung zwischen den zwei verbleibenden Cystein-

resten eine Markierung der Mutante mit Biotinylierungsreagens verhindern.
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Abb. 4.24 Oberflachenbiotinylierung freier Sulfhydrylgruppen im HA-hPAT1 Wildtyp und den
Cystein-Mutanten mittels Maleimid-PEGy;-Biotin. (A) Lysat von biotinylierten Wildtyp- oder
Mutanten-exprimierenden HA-hPAT1 Oozyten. Das Lysat Wasser-injizierter Oozyten (H,O) diente
als Kontrolle. (B) Eluate der Neutravidin-beads, die zuvor mit den in (A) dargestellten Lysaten inku-
biert wurden. (C) Wildtyp- und C473A-HA-hPAT1-exprimierende Oozyten wurden vor der Biotiny-
lierung fiir 20 min mit 10 mM DTT inkubiert. Danach wurden die Lysate mit Neutravidin-beads inku-
biert. In der Abbildung sind die Eluate der Neutravidin-beads dargestellt. Die Detektion der Proteine
in (A), (B) und (C) erfolgte durch Western Blot-Analyse mittels anti-HA-tag Antikorper.
(D) Schematische Darstellung des Wildtypproteins und der Cystein-Einzelmutanten.

Fur die Biotinylierungsexperimente wurden X. laevis Oozyten mit den cRNAs der entspre-
chenden Einzelmutanten injiziert. Nach Biotinylierung freier Sulfhydrylgruppen wurden die
Oozyten lysiert und die markierten Membranproteine wurden tUber Neutravidin-beads isoliert.
In Abbildung 4.24 A und B sind die Oozytenlysate und die Eluate der beads dargestellt**. Als

% Die in Abbildung 4.24 dargestellten ausgedehnten Banden im Bereich des 97 kDa Molekularmassenstandards
reprasentieren hochstwahrscheinlich Dimere und Trimere des hPAT1 Proteins (53 kDa), die durch Aggregation
wahrend der Probenprdparation entstehen. Die Ablésung des Biotin-Proteinkomplexes vom Avidinmolekiil
durch Erwdrmung auf bis zu 95 °C ist dabei entscheidend. Da Aggregation durch hthere Temperaturen begiins-
tigt wird, fuhrt wahrscheinlich diese notwendige Probenpréparation zu den beobachteten Aggregaten.
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Kontrolle wurde in Abbildung 4.24 A das Lysat von Wasser-injizierten Oozyten aufgetragen.
Wie erwartet erfolgte eine Biotinylierung des Wildtyptransporters. Des Weiteren wurden freie
Sulfhydrylgruppen in den Cystein-Mutanten C180A und C329A nachgewiesen. Nur fir die
Mutante C473A konnte keine Biotinylierung gezeigt werden. Entweder sind die zwei verblei-
benden Cysteinreste 180 und 329 in dieser Mutante fir das Biotinylierungsreagens unzugang-
lich oder durch eine Disulfidbindung verbriickt. Um die erste Mdoglichkeit auszuschliel3en,
wurden Wildtyp- und C473A-exprimierende Oozyten vor der Biotinylierungsreaktion fir 20
Minuten mit 10 mM DTT reduziert. Die Western Blot-Analyse der Eluatfraktionen zeigt, dass
unter diesen Bedingungen eine Markierung freier Sulfhydrylgruppen in der C473A-Mutante
maoglich ist (Abb. 4.24 C). Somit sind die Cysteinreste C180 und C329 prinzipiell fur das
Biotinylierungsreagens frei zuganglich. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 4.24 D die
Cystein-Einzelmutanten entsprechend der erhaltenen Biotinylierungsergebnisse schematisch
dargestellt. Das Fehlen von markierbaren Sulfhydrylgruppen in der Cystein-Einzelmutante
C473A deutet stark auf die Existenz einer Disulfidbriicke zwischen C180 und C329 hin. Des
Weiteren kann aufgrund der Biotinylierung des Wildtyptransporters eine Dimerisierung tber

eine intermolekulare Disulfidbindung tber den dritten Cysteinrest ausgeschlossen werden.

SDS-PAGE der Cystein-Einzelmutanten unter nicht-reduzierten und reduzierten Bedingungen

In den nachfolgenden Experimenten wurde die Mobilitdt der Cystein-Einzelmutanten in
einem SDS-Polyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden (oxidierenden) und reduzierenden
Bedingungen untersucht. Dafir wurden wieder X. laevis Oozyten mit den entsprechenden
CcRNAs der Einzelmutanten injiziert. Die Oozyten wurden lysiert und das Lysat wurde, wie
unter Punkt 3.7.1. beschrieben, sowohl unter nicht-reduzierenden als auch unter reduzieren-
den Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt.

Abbildung 4.25 A zeigt die Western Blot-Analyse der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE). Unter nicht-reduzierenden Bedingungen migrieren der Wildtyptransporter und
die Mutante C473A schneller als unter reduzierenden Bedingungen. Die erhohte Mobilitét
eines Proteins in der SDS-PAGE kann auf eine kompaktere Struktur, z.B. unter oxidierenden
Bedingungen, durch Ausbildung einer Disulfidbindung, zuriickgefuhrt werden. So wird ver-
mutlich im Wildtyp und auch in der Mutante C473A eine Disulfidbriicke ausgebildet.
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Abb. 4.25 SDS-PAGE des HA-hPAT1 Wildtyptransporters und der Cystein-Mutanten unter
nicht-reduzierenden (-DTT) und reduzierenden (+DTT) Bedingungen. (A) Lysat von Wildtyp-
oder Mutanten-exprimierenden HA-hPAT1 Oozyten wurden unter nicht-reduzierenden und reduzie-
renden Bedingungen in einem 7,5 %igen SDS-Gel separiert. (B) Schematische Darstellung des Wild-
typproteins und der Cystein-Einzelmutanten unter nicht-reduzierenden (-DTT) und reduzierenden
Bedingungen (+DTT).

Fur die Mutanten C180A und C329A kann kein Unterschied im Laufverhalten unter nicht-
reduzierenden und reduzierenden Bedingungen beobachtet werden. Die Proteinbanden mig-
rieren auf der Hohe der Wildtypproteinbande unter reduzierenden Bedingungen, was auf den
Verlust einer Disulfidbriicke in diesen Proteinvarianten hinweist. Die schematische Darstel-
lung der Cystein-Einzelmutanten in Abbildung 4.25 B veranschaulicht die vermutliche Ver-
brickung in hPAT1 und erklart die verschiedenen Mobilitdten unter den getesteten
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Bedingungen. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, dass hPAT1 eine Disulfidverbriickung
zwischen den Cysteinresten C180 und C329 enthalt und stimmen mit den Befunden aus den
Biotinylierungsstudien uberein (Dorn et al. 2009b).

Zelloberflachenbiotinylierung freier SH-Gruppen einer Cystein-Dreifachmutante

Die Ergebnisse der beiden zuvor beschriebenen Versuche zeigen sehr deutlich, dass C180 und
C329 an der Ausbildung von Disulfidbindungen beteiligt sein mussen. Mit Hilfe dieser Ver-
suche kann aber nicht mit Sicherheit bewiesen werden, dass die Bindung genau zwischen die-
sen Cysteinresten besteht. Die Ergebnisse des Biotinylierungsassays und der SDS-PAGE
lassen auch das Szenario zu, dass sowohl C180 als auch C329 jeweils mit einem Cysteinrest
aus dem Transmembranbereich eine Disulfidbindung eingehen (Abb. 4.17). Auch fir eine
solche Verknipfung der Cysteinreste wirde man die beobachteten Ergebnisse erhalten. Um
diese Mdoglichkeit zu Uberprifen, wurde ber zielgerichtete Mutagenese eine Dreifach-Cys-
teinmutante hergestellt (C180/329/473A), in der alle drei putativ extrazellularen Cysteinreste
gegen Alaninreste substituiert wurden. Wirden C180 und C329 tatsdchlich je eine Bindung
mit einem der Cysteinreste in den Transmembrandomanen eingehen, sollten in der Dreifach-
Mutante die entsprechenden Partnercysteine freie Sulfhydrylgruppen bereit stellen. Damit
waére auch eine Biotinylierung der Dreifachmutante moglich.

Um diese Hypothese zu prifen wurden X. laevis Oozyten mit der cRNA der Dreifach-Cys-
teinmutante injiziert und anschlieBend mit Maleimid-PEG;;-Biotin Reagens inkubiert. Als
Kontrolle wurden Wildtyp-exprimierende Oozyten mitgefuhrt. Die Eluatfraktionen der
Neutravidin-pulldown Experimente in Abbildung 4.26 zeigen, dass nur das Wildtypprotein
biotinyliert werden konnte. Fir die Dreifachmutante wurde keine Proteinbande im Eluat de-
tektiert. Um auszuschliel3en, dass die fehlende Oberflachenbiotinylierung durch eine vermin-
derte Plasmamembranlokalisation der Dreifachmutante verursacht wird, wurde diese mittels
Immunfluoreszenz analysiert. Diese Untersuchung zeigte, dass die Dreifachmutante, analog
zum Wildtypprotein, in der Plasmamembran exprimiert wird. Damit beweist die fehlende
Oberflachenbiotinylierung der Dreifachmutante, dass die Sulfhydrylgruppen der Cysteinreste
in den Transmembrandomanen nicht frei zuganglich sind und somit keine potentiellen Partner
fur Disulfidbriicken fir C180 und C329 darstellen.
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Abb. 4.26 Oberflachenbiotinylierung freier Sulfhydrylgruppen in HA-hPAT1 Wildtyp und der
Cystein-Dreifachmutante mittels Maleimid-PEG;-Biotin. Die Lysate von biotinylierten Wildtyp-
und Dreifachmutante-exprimierenden HA-hPAT1 Oozyten wurden mit Neutravidin-beads inkubiert.
Die Analyse der Lysat- und Eluatfraktionen erfolgte durch Western Blot mittels anti-HA-tag
Antikorper.

4.3.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Abschnitt der Arbeit sollte die Funktion der putativ extrazellularen Cysteinreste
C180, C329 und C473 in hPAT1 und die Existenz einer potentiellen Disulfidbindung unter-
sucht werden. In einem ersten Versuch wurde gezeigt, dass die Transportaktivitat des Wild-
typtransporters in zwei verschiedenen Expressionssystemen durch das reduzierende Reagens
DTT stark inhibiert wird. Dieser Befund deutete auf das Vorhandensein einer funktionell
wichtigen Disulfidbriicke hin. Die Expression der Cystein-Einzelmutanten in Xenopus Oozy-
ten und HRPE-Zellen zeigte, dass die Mutanten C180A/S und C329A/S die typischen Subs-
trate Prolin und Glyzin weder binden noch transportieren konnten. Der durch die Substitution
der hoch konservierten Cysteinreste verursachte Funktionsverlust verdeutlicht die funktionelle
oder strukturelle Bedeutung von Cysteinen in hPAT1 — einzeln oder als Teil einer Disulfid-
briicke. Im Gegensatz dazu wurde fir die Cystein-Mutanten C473A und C473S eine Wildtyp-
ahnliche Funktionalitit beobachtet. Durch Immunfluoreszenz-Studien konnte gezeigt werden,
dass der Verlust der Transportfunktion nicht durch eine Fehllokalisation der Proteine inner-
halb der Zelle verursacht wird. Biochemische Charakterisierungen mittels Biotinylierung
freier Sylfhydrylgruppen und SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Be-
dingungen der Cystein-Mutanten erbrachten letztlich den Beweis einer Disulfidverbriickung
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zwischen den Cysteinresten 180 und 329. Des Weiteren konnte eine intermolekulare Disulfid-
briicke ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Disulfidverbriickung
der extrazellularen Schleife zwei und vier essentiell fir die Transportfunktion von hPAT1 ist.
Fur das trafficking und die Membranlokalisierung des Transporters hat die Disulfidbindung
keine Bedeutung (Dorn et al. 2009Db).

Wie bereits erwahnt, wurden fur hPAT1 zwei verschiedene Transmembrandoménen (TMD)-
Modelle vorgeschlagen. Chen und Mitarbeiter gehen von einem 9 TMD-Modell aus (Chen
et al. 2003), wohingegen Boll und Mitarbeiter die Organisation des Transporters in 11 TMD
diskutieren (Boll et al. 2003b). Die untersuchten Cysteinreste C180, C329 und C473 sind im
11 TMD-Modell in den extrazelluléren Schleifen lokalisiert. Im 9 TMD-Modell befinden sich
C180 und C329 in den intrazelluldaren Schleifen und kdnnten im reduzierenden Milieu des
Cytoplasmas keine Disulfidbindungen ausbilden. Damit stiitzen unsere Ergebnisse das
11 TMD-Modell fiir APATL.

Die Befunde liefern auch erste Informationen tber die putative dreidimensionale Konforma-
tion von hPAT1. Die Disulfidbriicke zwischen C180 und C329 bringt sowohl die extrazellula-
ren Schleifen zwei und vier als auch die Transmembrandomanen drei, vier, sieben und acht in
rdumliche Nahe zueinander. Der Verlust der Disulfidbriicke hat vermutlich einen Funktions-
entscheidenden Effekt auf die Tertidr-Struktur des Transporters. Substrate werden nicht mehr
transportiert, moglicherweise nicht mehr gebunden. Damit wird die Funktion von Disulfid-
briicken als essentielle Strukturbildner nochmals verdeutlicht. Es kann angenommen werden,
dass die Disulfidverknipfung in den extrazellularen Schleifen zwei und vier an der Bildung
und Stabilisierung der putativen Bindungstasche und Translokations-Pore von hPAT1
beteiligt ist.
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4.4. Einfluss von N-Glykosylierungen auf die Transportaktivitat und
Oberflachenexpression von hPAT1
In diesem Teil der Arbeit sollte Uberprift werden, ob hPAT1 in vivo an potentiellen
N-Glykosylierungsstellen modifiziert wird. Danach sollte der Einfluss vorhandener Glykan-
strukturen auf das trafficking und die Funktion des Transporters untersucht werden.
Die N-Glykosylierung stellt die h&ufigste kotranslationale Proteinmodifikation sezernierter
und Membran-standiger Proteine in eukaryotischen Zellen dar. Dabei wird eine komplexe
Kohlenhydratstruktur kovalent an einen Asparaginrest gekniipft. Innerhalb der Konsensusse-
quenz Asn-Xaa-Ser/Thr (Xaa# Pro) fungiert die Amidgruppe des Asparagins als Akzeptor
fur das Oligosaccharid (Kornfeld & Kornfeld 1985).%
Die N-Glykosylierungsreaktion beginnt im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER)
mit der Ubertragung eines vorwiegend aus Mannoseresten bestehenden core-Oligosaccharids
(GIcNAc,MangGlcs) auf Asparaginreste einer wachsenden Polypeptidkette. Das core-Oligo-
saccharid ist dabei an das Membranlipid Dolichol gebunden und wird mit Hilfe des Enzyms
Oligosaccharyltransferase ubertragen. Die glykosylierten Proteine gelangen danach uber
Transportvesikel in den Golgi-Apparat. In diesem Kompartiment erfolgt dann eine weitere
Prozessierung des core-Oligosaccharids. Durch Abspaltung und erneutes Anbringen unter-
schiedlicher Zuckerreste (N-Acetylglucosamin, Galaktose, Fukose, Sialinsdure) entstehen die
komplexen Glykanstrukturen.
Das Ubertragen des core-Oligosaccharids GICNAc,-MangGlcs auf Asparaginreste, die Nut-
zung von Dolichol als Tragermolekil und die Erkennung von Aspraginresten in der Konsen-
sussequenz Asn-Xaa-Ser/Thr (Xaa# Pro) sind hoch konservierte Charakteristika der N -Gly-
kosylierung vom niederen Eukaryoten wie der Béckerhefe S. cerevisiae bis zum Menschen
(Burda & Aebi 1999). Daher besitzen alle N-glykosylierten Proteine bis zum Verlassen des
ERs die gleiche Kohlenhydratstruktur. Die Diversitat der komplexen Glykanstrukturen wird
durch die in den jeweiligen Kompartimenten des Golgi-Apparats vorhandenen Glykosidasen
bzw. Glykosyltransferasen bestimmt (Helenius & Aebi 2001). Durch gewebe- oder entwick-
lungsspezifische Expression von Glykosyltransferasen und Glykosidasen erhoht sich zusatz-
lich die Vielfalt der Oligosaccharidkomplexe. Dies ermdglicht eine Regulation und Variation

% Eine weitere Méglichkeit, Kohlenhydratketten kovalent an Proteine zu kniipfen, ist die O-Glykosylierung.
Hier werden die Glykanstrukturen posttranslational im Golgi-Apparat an die OH-Funktion von Threonin und
Serin angehéngt. Fir diese Art der Glykosylierung ist keine Konsensussequenz bekannt, vielmehr beruht sie auf
strukturellen Praferenzen der umgebenden Peptidstruktur (Breloy et al. 2008). Im Vergleich zur N-Glykosylie-
rung ist Uber die Funktion der O-Glykosylierung sehr wenig bekannt.

98



4 ERGEBNISSE & DISKUSSION

der Funktion von Glykoproteinen, ohne deren Aminosauresequenz zu verandern. Die im
Golgi-Apparat ablaufenden Modifikationen sind auf’erdem stark speziesspezifisch und kon-
nen sogar innerhalb einer Art verschieden sein (Blutgruppen).

So vielféltig wie die Zusammensetzung der Glykanstrukturen ist auch die Funktion der Zu-
ckerreste fur Glykoproteine. Der Vergleich eines nativen Glykoproteins mit dessen deglyko-
sylierter Variante hat gezeigt, dass die Glykanstruktur die Stabilitat, Loslichkeit und Resistenz
gegentber Proteasen erhdht (Imberty & Perez 1995; Imperiali & O'Connor 1999; Kundra &
Kornfeld 1999; Wormald & Dwek 1999). Eine wichtige Funktion kommt ihr auch bei dem
intrazelluldren Transport und der Sortierung von Proteinen zu. So erkennen und binden Man-
nose-spezifische Lektine im ER die Glykanstruktur und transportieren das Glykoprotein in
den Golgi-Apparat (Hauri etal. 2000). Aulerdem fungieren die Oligosaccharide als
Sortierungssignale. Eine der bedeutendsten Funktion von Glykanstrukturen ist jedoch die fir
die Faltung und Qualitétskontrolle von Glykoproteinen. An diesem Prozess ist maRgeblich
das core-Oligosaccharid beteiligt, er findet demnach bereits im ER statt. Dabei kommt es zur
Wechselwirkung der Glykanstrukturen mit den ER-residenten Lektin-Chaperonen Calnexin
und Calreticulin. Zusammen mit der Proteindisulfidisomerase ERp57 wird im sogenannten
Calnexin/Calretikulin-Zyklus die Aggregation von Faltungsintermediaten und eine Oligome-
risierung unreifer Proteine inhibiert. Zudem werden unvollstandig gefaltete Proteine nicht in
den Golgi Apparat entlassen.

Der Einfluss der Glykosylierung auf die Funktionalitdt von Transportproteinen wird kontro-
vers diskutiert. Im Falle des Dopamin-Transporters behaupten Li etal., dass die Glykan-
strukturen einen Einfluss auf die Transportaktivitat haben (Li et al. 2004). Fir viele andere
Transporter konnte dies aber nicht bestatigt werden. In den meisten Féllen lie sich die veran-

derte Transportfunktion durch eine Misslokalisation des Proteins innerhalb der Zelle erklaren.

In der Aminosdauresequenz von hPAT1 befinden sich sieben Konsensussequenzen fir
N-Glykosylierungsstellen. Da die N-Glykosylierungsreaktion im ER und Golgi-Apparat ab-
lauft, werden nur extrazellulér gelegene Asparaginseitenketten glykosyliert. Bezieht man sich
auf das 11 TMD-Modell, verfiigt hPAT1 extrazellular tber drei N-Glykosylierungsstellen
(N174, N183 und N470) (Abb. 4.27). Diese drei Asparagine sind konserviert und kdnnen

auch in PAT1 der Ratte und Maus identifiziert werden.
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Abb. 4.27 Zwei-Dimensionales Topologiemodell des humanen PAT1. Aspariginreste innerhalb der
Konsensussequenz Asn-Xaa-Ser/Thr (Xaa# Pro) sind schwarz dargestellt. Die putativ extrazellular
gelegenen N-Glykosylierungsstellen an Positionen 174, 183 und 470 sind durch schematisch darge-
stellte Glykanstrukturen (blau) markiert. Entnommen aus der Dissertation von Linda Laug (Metzner
2007).

Um den Glykosylierungsstatus von hPAT1 aufzukléaren, wurden Mutagenesestudien durchge-
fuhrt in denen die drei putativ extrazelluldr gelegenen N-Glykosylierungsstellen N174, N183
und N470 einzeln und in verschiedenen Kombinationen gegen Glutaminreste ausgetauscht
wurden (Dorn et al. 2009a). Fir diese Studien wurden das Wildtyptransportprotein (nicht-
mutiert) und alle Mutanten zur Detektion mit einem N-terminalen Hamagglutinin (HA)-tag
exprimiert (HA-hPAT1). Die Charakterisierung dieses Fusionsproteins ist in Kapitel 4.3.3.
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die Funktionalitat des Transporters durch das
Anbringen eines N-terminalen HA-tags nicht beeinflusst wird. Die Untersuchung der N-Gly-
kosylierungsmutanten wurde in cRNA-injizierten X. laevis Oozyten durchgefiihrt (Jdhme
2008).

4.4.1. N-Glykosylierungsmuster von hPAT1

In einem ersten Experiment wurde das Lysat HA-hPAT1-exprimierender Oozyten mit dem
Enzym Peptid: N-Glykosidase F (PNGase F) inkubiert. Dieses Enzym spaltet zwischen dem
Asparaginrest in der Peptidsequenz und dem innersten Zuckermolekul (N-Acetylglucosamin)

der Glykanstruktur. Dadurch sollten alle vorhandenen Zuckerketten vollstandig entfernt und
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das nicht-glykosylierte Protein erhalten werden. Je nach Komplexitat betrédgt das Molekular-
gewicht einer Oligosaccharidstruktur zwischen 1,5 und 2,5 kDa. Daher kdnnen Proteinglyko-
sylierungen anhand von apparenten Molekulargewichtsunterschieden zwischen PNGase
F-verdauten und -unverdauten Proteinen in der SDS-PAGE nachgewiesen werden. In Abbil-
dung 4.28 A ist die Western Blot-Analyse von PNGase F-behandeltem Lysat im Vergleich zu
unbehandeltem Oozyten-Lysat dargestellt. Im Lysat, das nicht mit PNGase F inkubiert wurde
(-PNGase F), konnte eine Bande bei ca. 50 kDa detektiert werden. Nach Enzyminkubation
(+PNGase F) lief die HA-hPATL1 spezifische Proteinbande bei ca. 45 kDa. Ein &hnliches Er-
gebnis wurde fur das Lysat HA-hPAT1-exprimierender HRPE-Zellen erhalten. Auch hier
konnte ein Molekularmassen-shift zwischen PNGase F-behandeltem und -unbehandeltem
HA-hPAT1 beobachtet werden (Abb. 4.28 B). Diese Befunde zeigen deutlich, dass der Trans-
porter in vivo glykosyliert ist.

Zur ldentifizierung der in vivo genutzten N-Glykosylierungsstellen wurden tber zielgerichtete
Mutagenese Transportervarianten hergestellt, in denen die drei putativ extrazellul&r gelegenen
Asparaginreste N174, N183 und N470 durch Glutaminreste substituiert wurden. Zuné&chst
wurden Einzelmutanten hergestellt. Die cRNAs der erhaltenen Glykosylierungs-Mutanten
N174Q, N183Q und N470Q wurden in X. laevis Oozyten injiziert und die Lysate wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Anhand Abbildung 4.29 A ist zu erkennen,
dass die Substitution jedes einzelnen Asparaginrests in den drei untersuchten Glykosylie-
rungs-Mutanten im Vergleich zum Wildtypprotein zu einer Verringerung des apparenten
Molekulargewichts fuhrte. Daher kann davon ausgegangen werden, dass alle drei potentiellen

Glykosylierungsstellen auch tatsachlich glykosyliert werden.

A B
-
52 kDa — 66kDa
L]
- “' #&» — 45kDa
42kDa —
PNGaseF - + - +

Abb. 4.28 Inkubation von Lysaten HA-hPAT1-exprimierender (A) X. laevis Oozyten und (B)
HRPE-Zellen mit (+) oder ohne (-) PNGase F. Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch SDS-
PAGE in (A) 7,5 %igen oder (B) 12 %igen SDS-Gelen. Die Proteine wurden durch Western Blot-
Analyse mittels anti-HA-tag Antikorper detektiert.
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Abb. 429 Lysate von Wildtyp- und Glykosylierungs-Mutanten-exprimierenden X. laevis
Oozyten. Die Lysate wurden mit (+) oder ohne (=) PNGase F inkubiert.

Im néchsten Schritt wurden zwei der drei Asparaginreste in verschiedenen Kombinationen
durch Glutaminreste ersetzt (N174/183Q, N183/470Q und N470/174Q). Entsprechend des
Verlustes einer weiteren Glykanstruktur zeigten die Doppelmutanten im Vergleich zu den
Einzelmutanten eine zusatzliche Verschiebung der Banden zu kleineren Molekularmassen
(Abb. 4.29 A). Interessanterweise war in den Lysaten der Doppelmutanten-exprimierenden
Oozyten eine weitere Proteinbande bei hoheren Molekulargewichten detektierbar. Diese
konnte jedoch nicht in PNGase F-inkubierten Lysaten nachgewiesen werden (Abb. 4.29 B).
Nach Enzyminkubation wurde fir alle Doppelmutanten (und Einzelmutanten) eine definierte
Proteinbande auf Hohe des PNGase F-behandelten Wildtyptransporters detektiert. Vermutlich
handelt es sich bei den hoher molekularen Proteinbanden um nicht prozessierte, unreife Gly-
kosylierungsspezies von HA-hPAT1. Wie bereits erwahnt sind die Glykanstrukturen fiir die
Qualitatskontrolle im ER von groRer Bedeutung. Dabei hat der Calnexin/Calretikulin-Zyklus
eine entscheidende Bedeutung. Wie in Abbildung 4.30 dargestellt, wird die monoglykosy-
lierte Form des Proteins durch die beiden ER-Lektine Calnexin (membrangebunden) oder
Calreticulin (16slich) gebunden. Wéahrend das noch ungefaltete Protein durch die Bindung an
Lektine in Losung gehalten wird, formen diese einen Komplex mit der Proteindisulfidisome-
rase ERp57, die fur die Ausbildung von nativen Disulfidbriicken im Substratmolekil sorgt
(Oliver et al. 1997; Oliver et al. 1999). Die Gluosidase Il spaltet schliellich das dritte Gluko-
semolekil ab, wodurch sich die Bindung zu Calnexin bzw. Calreticulin I6st. Die UDP-Glu-
kose: Glykoprotein-Glykosyltransferase ist ein weiteres Enzym des Qualitatskontrollsystem
des ER und dient als Faltungssensor (Hammond & Helenius 1994). Es bindet spezifisch an
Proteindomanen mit nicht korrekter Konformation (Ritter & Helenius 2000) und reglykosy-
liert das Protein, sodass es wieder durch Calnexin bzw. Calreticulin gebunden wird. Glyko-
proteine durchlaufen diesen Zyklus solange, bis sie entweder korrekt gefaltet sind, oder nach
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Abb. 4.30 Der Calnexin/Calreticulin-Zyklus im ER-Lumen. CRT — Calreticulin, CNX — Calnexin,
ERp57 — Proteindisulfidisomerase, Dreieck (rot) — Glukosemolekil, ERGIC-53 — Mannose-spezi-
fisches Lektin. Entnommen aus Helenius et al. (Helenius & Aebi 2001).

Ubiquitinylierung vom Proteasom im Cytosol degradiert werden (Plemper & Wolf 1999).
Wabhrscheinlich verhindert das Fehlen von zwei Oligosaccharidkomplexen in den hPAT1-
Doppelmutanten teilweise die Bindung an Calnexin bzw. Calreticulin und dadurch den Ein-
tritt in den Calnexin/Calretikulin-Zyklus. Das unvollstandig gefaltete Glykoprotein mit einem
Mannosereichen core-Oligosaccharid wird fir die weitere Prozessierung nicht in den Golgi-
Apparat entlassen und akkumuliert im ER. Die volumindsere Struktur des core-Oligosaccha-
rids im Vergleich zu einer prozessierten Glykanstruktur konnte das Auftreten der zusatzlichen

Proteinspezies in den Lysaten der Doppelmutanten-exprimierenden Oozyten erkléren.

In einer weiteren Mutagenesestudie wurde eine Dreifachmutante von hPAT1 hergestellt, in
der simultan alle drei potentiellen Glykosylierungsstellen gegen Glutaminreste ausgetauscht
wurden (N174/183/470Q). Durch SDS-PAGE und anschlieBender Western Blot-Analyse
wurde im Vergleich zu den Doppelmutanten entsprechend des Verlusts der letzten Glykan-
struktur eine weitere Verringerung des apparenten Molekulargewichts beobachtet (Abb.
4.29 A). Der Verdau dieser Proteinvariante mit PNGase F resultierte in keinem weiteren
Molekularmassen-shift (Abb. 4.29 C). Des Weiteren war die Mobilitat der Dreifachmutante
sowohl Enzym-behandelt als auch -unbehandelt mit der des PNGase F-verdauten Wildtyp-
transporters vergleichbar (Abb. 4.29 B).
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Diese Ergebnisse zeigen sehr deutlich, dass alle drei potentiellen Glykosylierungsstellen in
hPATL bei Expression in X. laevis Oozyten tatsachlich glykosyliert werden und der Trans-
porter neben diesen keine weiteren Glykanstrukturen besitzt (Dorn et al. 2009a). Diese Aus-
sage kann allerdings nicht zwangslaufig auf den in anderen Zellsystemen bzw. den in vivo
exprimierten Transporter Ubertragen werden. Es ist bekannt, dass sich der Glykosylie-
rungsstatus von Proteinen in verschiedenen eukaryotischen Expressionssystemen unterschei-
det (Gaudry et al. 2008; Lee et al. 2003; Wang et al. 2008). Fur den Dopamin-Transporter
wurde sogar gezeigt, dass dieser im Menschen abhéngig von Zelltyp, Entwicklungsstufe und
Gehirnregion unterschiedlich glykosyliert wird. Diese verschieden glykosylierten Varianten
eines Proteins werden als Glykoformen bezeichnet. Im Falle des Dopamin-Transporters kann
dadurch die Dopaminverfugbarkeit fir Zellen in Abhdngigkeit ihrer Umgebung reguliert wer-
den (Li et al. 2004).

Obwohl der Befund der Glykosylierung von hPAT1 an den Positionen N174, N183 und N470
im X. laevis Oozyten-Modell nicht allgemein gultig sein muss, bestatigt dieses Ergebnis den-
noch indirekt das 11 TMD-Modell. Die Glykosylierung von hPAT1 an den erwahnten Posi-
tionen setzt eine extrazelluldre Lokalisierung dieser Glykosylierungsstellen voraus. Diese
wird nur durch eine Organisation des Transporters in 11 TMD realisiert (Abb. 4.31 A). Im
9 TMD-Modell ergédbe sich fur N174 und fur N183 eine intrazelluldre Lokalisierung (Abb.
431 B). Die Analyse des Glykosylierungsstatus des organischen Anionen-Transporters
oatp 1al konnte in ahnlicher Weise zur Aufklarung seiner TMD-Topologie genutzt werden
(Wang et al. 2008). So wurde eine 12 TMD-Topologie bestatigt wohingegen eine Organisa-
tion des Transporters in 10 TMD ausgeschlossen werden konnte.

A B

extrazellular extrazellular

N183 N470
N174

NH;*
intrazellular intrazellular

Abb. 4.31 Schematische Darstellung des (A) 11 TMD-Topologie Modells und des (B) 9 TMD-
Topologie Modells von hPATL. Die in dieser Arbeit untersuchten potentiellen N-Glykosylierungs-
stellen sind rot hervorgehoben.
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4.4.2. Untersuchung der Transportfunktion von N-Glykosylierungs-Mutanten

Nachdem der Glykosylierungsstatus von hPAT1 aufgeklart wurde, wurde die Transportakti-
vitat des Wildtyptransporters, der Einzel- und Doppelmutanten sowie der Dreifachmutante
nach Expression in X. laevis Oozyten mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklammer-
Technik bestimmt.

Anhand Abbildung 4.32 ist zu erkennen, dass der Verlust einer einzelnen Glykanstruktur an
den Positionen N174 und N470 nur einen geringen Effekt auf die Transportrate typischer
Substrate hatte. Der durch 20 mM Glyzin induzierte Strom war fir die Einzelmutanten
N174Q und N470Q vergleichbar mit dem des Wildtyptransporters. Die Einzelmutante N183Q
zeigte mit 130 % (P < 0,001), bezogen auf den Strom in Wildtyp-exprimierenden Oozyten,
eine leicht erhohte Glyzinaufnahme. Fir die Doppelmutanten N174/183Q und N470/174Q
waren die Transportraten im Vergleich zum vollstandig glykosylierten hPAT1 kaum veran-
dert. Die Strome betrugen 120 % bzw. 100 % des Wildtyp-vermittelten Glyzintransports. Da-
gegen erzeugte die dritte Doppelmutante N183/470Q nur 67 % (P < 0,001) des Wildtyp-indu-

zierten Glyzinstroms. Ebenso resultierte der Verlust aller drei vorhandenen Glykanstrukturen
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Abb. 4.32 Transportaktivitat des HA-hPAT1 Wildtypprotelns und der Glykosylierungs-Mutan-
ten. X. laevis Oozyten wurden mit den cRNAs des Wildtypproteins und der entsprechenden Mutanten
injiziert. Wasser-injizierte Oozyten (H,O) dienten als Kontrolle. Die Transportmessungen wurden in
ORi PAT pH 6,5 durchgefiihrt. Die durch 20 mM Glyzin induzierten Stréme Iy, Wurden aus der
Differenz der gemessenen Strome in An- und Abwesenheit der Aminosaure berechnet. Die gemesse-
nen Strome der Glykosylierungs-Mutanten sind prozentual, bezogen auf den Strom des Wildtyps
(100 % = 126 nA), dargestellt. Mittelwert £ S.E.M. von n = 6-8 Oozyten aus je zwei verschiedenen

Oozytenpraparationen. * P < 0,01; ** P < 0,001.
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in einer stark verringerten Transportaktivitat. Der Glyzin-induzierte Strom der Dreifachmu-
tante N174/183/470Q war auf 29 % (P < 0,001) des Stroms des Wildtyptransporters reduziert.
Im néchsten Schritt wurde flr jede Glykosylierungs-Mutante die Michaelis-Konstante K; er-
mittelt. In Abbildung 4.33 sind fir den Wildtyptransporter und alle hPAT1-Mutanten die
durch verschiedene Glyzinkonzentrationen induzierten Stréme dargestellt. Durch nicht-lineare
Regression ergaben sich die in Tabelle 4.8 aufgefuhrten K-Werte fiir die untersuchten
hPAT1-Varianten. Interessanterweise waren die erhaltenen Affinitaten fir den Wildtyptrans-
porter und alle Glykosylierungs-Mutanten vergleichbar.

Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass die einzelnen Glykanstrukturen an sich keinen
Einfluss auf die Transportfunktion von hPAT1 haben. Nur der Verlust mehrerer Oligosaccha-
ridkomplexe fuhrte zu einer reduzierten Transportaktivitat, wobei jedoch die Affinitat nicht
beeinflusst wurde. Die reduzierten Strdme der Doppelmutante N183/470Q und der Dreifach-
mutante N174/183/470Q werden moglicherweise durch eine verminderte Plasmamembran-
expression von ansonsten voll funktionellen Transporterproteinen verursacht. Diese wiederum
konnte durch Proteininstabilitat oder eine verringerte Proteinbiosynthese sowie durch veréan-

dertes trafficking des Transporters zur Plasmamembran erklart werden. Anhand der Western

Wildtyp

N174Q

N183Q

N470Q
N174/183Q
N183/470Q
N470/174Q
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Abb. 4.33 Transportaktivitat des HA-hPAT1 Wildtyptransporters und der Glykosylierungs-
Mutanten in Abhangigkeit von der Glyzin-Konzentration. Transportmessungen wurden an cRNA-
injizierten X. laevis Oozyten mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklammer-Technik in ORi PAT
pH 6,5 durchgefiihrt. Die durch Glyzin induzierten Strdme | wurden aus der Differenz der gemessenen
Stréme in An- und Abwesenheit der Aminosaure berechnet. Mittelwert + S.E.M. von n = 8 Oozyten
aus je zwei verschiedenen Oozytenpréaparationen.
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Tab. 4.8 Michaelis-Konstanten K; fur den HA-hPAT1 Wildtyp und die Glykosylierungs-
Mutanten. Die ermittelten Konstanten wurden durch nicht-lineare Regression der in Abb. 4.33 dar-
gestellten Abhéangigkeit des gemessenen Stroms von der Glyzinkonzentration erhalten.

HA-hPAT1 - Variante K+Wert (mM)
Wildtyp 132+1,0
N174Q 12,6 +0,7
N183Q 13,4+£0,7
N470Q 13,3+0,9
N174/183Q 12,9+0,6
N183/470Q 139+0,9
N470/174Q 143+1,1
N174/183/470Q 130+1,9

Blot-Analysen von Lysaten cRNA-injizierter Oozyten (Abb. 4.30) sind jedoch fur den Wild-
typ und alle Glykosylierungs-Mutanten dhnliche Mengen an Protein detektierbar, sodass eine
verringerte Proteinbiosynthese ausgeschlossen werden kann. Des Weiteren konnten auch
keine Proteinbanden im Bereich kleinerer Molekulargewichte beobachtet werden. Daher ist
auch eine Proteininstabilitat, verursacht durch Degradation, nicht fur die verminderte Plasma-

membranlokalisation verantwortlich.

4.4.3. Zellulare Lokalisation der N-Glykosylierungs-Mutanten
Nachfolgend wurde die Oberflachenexpression des Wildtyptransporters und der Glykosylie-

rungs-Mutanten mit Hilfe der konfokalen Laser-scanning Mikroskopie untersucht. Fur alle
Glykosylierungs-Einzelmutanten sowie fiir die Doppelmutanten N174/183Q und N470/174Q
konnte eine membranstandige Lokalisierung, die mit der des Wildtyptransporters vergleichbar
war, gezeigt werden (Abb. 4.34). Dagegen wurde fir die Doppelmutante N183/470Q und die
Dreifachmutante N174/183/470Q eine schwéchere Fluoreszenzintensitat in der Plasmamem-
bran beobachtet. Eine Quantifizierung der Intensitaten ergab jeweils eine um 60 + 7 % (P <
0,001) bzw. 75 £ 5 % (P < 0,001) reduzierte Oberflachenexpression dieser Glykosylierungs-
mutanten. Damit erkl&rt sich der geringere Substrattransport der Doppelmutante N183/470Q
und der Dreifachmutante durch eine verringerte Expression der deglykosylierten Transpor-

terproteine in der Plasmamembran.
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Abb. 4.34 Immunfluoreszenz-Analyse der Oberflachenexpression des Wildtypproteins und der
Glykosylierungs-Mutanten von HA-hPATL1. X. laevis Oozyten wurden mit der HA-hPAT1 cRNA
des Wildtypproteins und der Mutanten injiziert. Wasser-injizierte Oozyten (H,O) dienten als
Kontrolle. Die Anfarbung erfolgte mittels eines priméren anti-HA-tag Antikdrpers aus Kaninchen und
eines sekundéren Alexa Fluor® 488 markierten anti-Kaninchen Antikorpers aus Ziege.

Diese Befunde stehen im Einklang mit der zuvor erwéhnten Bedeutung von Glykanstrukturen
fur die Qualitatskontrolle im ER. Aufgrund der fehlenden Oligosaccharide wird vermutlich
der Eintritt in den Calnexin/Calretikulin-Zyklus erschwert, wodurch ein Grofteil der Trans-
portervarianten unvollstdndig gefaltet im ER akkumuliert und nicht in den Golgi-Apparat
entlassen wird. Fir die Dreifachmutante N174/183/470Q kommt hinzu, dass durch den Ver-
lust aller Glykanreste auch die Transport- und Sortierungssignale fir eine korrekte Lokalisie-
rung des Proteins fehlen. Demnach sind Glykosylierungen in hPATL fiir die Transportfunk-
tion nicht essentiell. Sie sind vielmehr fur das trafficking des Transporters zur Plasmamem-
bran von Bedeutung (Dorn et al. 2009a).

Ahnliche Beobachtungen wurden u.a. auch fiir Glykosylierungs-Mutanten des Glyzin-Trans-
porters GLYT1 (Olivares et al. 1995), des organischen Anionen-Transporters OAT1 (Tanaka
et al. 2004) und des Serotonin-Transporters SERT (Tate & Blakely 1994) beschrieben. Auch
hier zeigten die Glykosylierungs-defizienten Transportervarianten eine verminderte Trans-
portaktivitat, wobei die Affinitaten fir die jeweiligen Substrate nicht verédndert waren. Auch
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in diesen Fallen konnte eine reduzierte Oberflachenexpression als Ursache fir den Aktivitats-
verlust identifiziert werden. Des Weiteren haben Untersuchungen von Glykoproteinen mit
mehreren N-Glykosylierugsstellen ergeben, dass in manchen Féllen nicht alle Glykanstruktu-
ren in gleichem Mal3e wichtig fur den Faltungsprozess und den Exportmechanismus vom ER
in den Golgi-Apprat sind. So ist zum Beispiel nur einer der sechs vorhandenen Oligosaccha-
ridkomplexe im Hamaglutinin des Influenza Virus essentiell fur die Faltung und den Export in
den Golgi-Apparat (Hebert etal. 1997). Im Gegensatz dazu ist fur manche Glykoproteine
nicht ein spezifischer Glykanrest, sondern vielmehr die Anzahl der Oligosaccharidkomplexe
wichtig fur die korrekte Faltung. Mutagenesestudien des Transporters ABCB11 (apical bile
salt export pump) haben gezeigt, dass die Substitution von ein oder zwei der vier vorhandenen
N-Glykosylierungsstellen keinen Einfluss auf die Stabilitat, das trafficking oder die Funktion
des Transporters hatte. Wurden jedoch drei oder alle vier Glykanreste entfernt, waren eine
erhdhte Degradation im Proteasom und eine intrazelluldre Retention des Proteins zu beo-
bachten. Ein Vergleich von ABCB11-Mutanten mit verschiedenen Kombinationen substi-
tuierter N-Glykosylierungsstellen ergab, dass mindestens zwei Glykanreste vorhanden sein
miussen, damit eine korrekte Faltung und das trafficking des Transporters zur Plasmamembran
erfolgt (Mochizuki et al. 2007). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir hPAT1 erhalten. Die
Untersuchung der verschieden kombinierten Doppelmutanten hat gezeigt, dass nicht ein
spezifischer Glykanrest essentiell ist. Fur ein korrektes trafficking muss mindestens eine Gly-

kosylierungsstelle im Protein vorhanden sein.

4.4.4, Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Glykosylierungsstatus von hPAT1 und der Einfluss
der Glykanstrukturen auf die Transportfunktion und das targeting innerhalb der Zelle unter-
sucht. Die Inkubation von Lysaten hPAT1-exprimierender Oozyten und HRPE-Zellen mit
PNGase F zeigte, dass der Transporter in vivo an einer oder mehreren der sieben vorhandenen
potentiellen N-Glykosylierungsstellen mit Oligosacchariden modifiziert wird. Durch zielge-
richtete Mutagenese und anschlieRender SDS-PAGE und Western Blot-Analyse der generier-
ten Glykosylierungs-Mutanten konnte nachgewiesen werden, dass hPAT1 nach Expression in
X. laevis Oozyten an den Positionen N174, N183 und N470 glykosyliert wird und keine wei-
teren Glykosylierungsstellen besitzt. Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte das 11 TMD-Topo-
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logie-Modell fir hPATL indirekt bestétigt werden. Dies deckt sich auch mit den Befunden zur
Disulfidverbriickung des Transporters (Kapitel 4.3).

Die funktionelle Charakterisierung der Glykosylierungs-Mutanten ergab, dass keine der Gly-
kanstrukturen essentiell flr die Transportfunktion ist. Alle glykosylierungs-defizienten Trans-
portervarianten zeigten Wildtyp-dhnliche K-Werte fir das Modellsubstrat Glyzin. Die
reduzierten Transportraten der Doppelmutante N183/470Q und der Dreifachmutante
N174/183/470Q wurden durch eine verminderte Plasmamembranexpression verursacht.
Demnach sind die Glykanstrukturen in hPAT1 fur das targeting des Transporters von Bedeu-
tung. Dabei ist nicht ein spezifischer Glykanrest wichtig, sondern vielmehr die Anzahl der
Oligosaccharidkomplexe. Fir eine korrekte Lokalisierung von hPAT1 muss mindestens ein
Glykanrest am Protein verbleiben.

Zu erwahnen ist noch, dass mit den hier aufgefiihrten Methoden eine verdnderte turn-over
Rate?® der Glykosylierungs-Mutanten nicht detektiert werden kann. Die dem Wildtyp gegen-
uber gesteigerten Transportaktivitdten der Glykosylierungs-Mutanten N174Q, N183Q und
N174/183Q kdnnten beispielsweise durch eine Erhéhung der turn-over Rate dieser Mutanten
erklart werden. Der Verlust der Glykanreste fiihrt moglicherweise zu einer gréReren Flexibi-
litdt der Transporterproteine, sodass der jeweilige Konformationswechsel bei Substratbindung

und -freisetzung schneller erfolgt, und dadurch eine hohere Transportrate beobachtet wird.

% Nach Bindung des Substrates an der extrazellularen Seite des Transportproteins erfolgt ein Konformations-
wechsel innerhalb des Proteins. Durch diese Strukturdnderung wird die Bindungstasche fiir den intrazellularen
Raum zugénglich und das Substrat wird aus der Bindungstasche in das Cytoplasma entlassen. Dadurch wird ein
erneuter Konformationswechsel ausgeldst, wodurch die Substratbindungstasche wieder fiir den extrazelluléren
Bereich zuganglich wird. Die turn-over Rate bezeichnet den Wechsel der Zusténde pro Zeiteinheit.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1 akzeptiert neben seinen physiologischen Substra-
ten auch pharmazeutisch relevante Wirkstoffe als Substrate. Aufgrund seiner apikalen Lokali-
sation am Darmepithel stellt hPAT1 ein wichtiges Transportsystem fiir GABA-verwandte
Wirkstoffe sowie andere drugs und prodrugs dar und erlaubt deren orale Administration. De-
taillierte strukturelle Informationen zum Carrierprotein wiirde die Entwicklung neuer Thera-
peutika mit verbesserter oraler Verfligbarkeit erleichtern.

Um Vorarbeiten fur zukinftige Strukturaufkl&rungen zu leisten, sollte der Transporter rekom-
binant in daflr ausreichenden Mengen hergestellt werden. Dazu wurde innerhalb dieser
Arbeit die Expression von hPAT1 zunéchst im E. coli-Expressionssystem durchgefihrt. Des
Weiteren wurden Protokolle und Methoden etabliert um hPAT1 in einem zellfreien System zu
exprimieren. Mit dem Ziel, erste Hinweise auf strukturell und funktionell wichtige
Aminosduren zu erhalten, wurden durch zielgerichtete Mutagenesestudien extrazellulér gele-
gene Cysteinreste und N-Glykosylierungsstellen untersucht. Die wesentlichen Ergebnisse der
Arbeit sind:

Rekombinante Expression in E. coli

e Die cDNA von hPAT1 wurde in die Expressionsvektoren pET28a, pET41b,
pPETSUMO adapt und pET21a kloniert. Es wurden fiinf verschiedene Expressions-
konstrukte erhalten.

e Die hPAT1-Konstrukte wurden in acht verschiedenen E. coli-Stdammen auf Expression
getestet. Es wurde der Einfluss verschiedener Temperaturen, Kultivierungsmedien und
Induktorkonzentrationen analysiert.

e Fur die Konstrukte (His)s-hPAT1, T7-hPAT1-(His);o und GST-hPAT1-(His)g konnte
eine geringe Expression nachgewiesen werden. Fur weiterfilhrende Experimente

waren die Proteinmengen jedoch nicht ausreichend.

Zellfreie Expression
e Es ist gelungen, ein zellfreies Expressionssystem im continuous exchange-Modus zu
etablieren.
e In diesem System konnte hPATL im unléslichen Expressionsmodus mit einer Aus-

beute von 75 pg pro Milliliter Reaktionsmix exprimiert werden.
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Mittels CD-Spektroskopie erfolgte eine erste biophysikalische Charakterisierung des
in SDS-solubilisierten Transportproteins. Sie ergab einen a-helikalen Anteil von etwa
50 %.

Eine l6sliche Expression von hPAT1 war in Gegenwart der Detergenzien Digitonin
und Brij 35 madglich. In Anwesenheit von Brij 35 wurde ein préparativer Ansatz
durchgefuhrt. Aufgrund der ineffektiven Reinigung waren eine anschlieBende spekt-
ralphotometrische Quantifizierung und eine biophysikalische Charakterisierung nicht

maoglich.

Zielgerichtete Mutagenese extrazellularer Cysteinreste

Der Austausch der hoch konservierten Cysteinreste 180 und 329 in hPAT1 gegen
Alanin- oder Serinreste fuhrte jeweils zum vollstdndigen Verlust der Transportfunk-
tion. Die Cystein-Mutanten C473A und C473S zeigten Wildtyp-ahnliche Transport-
aktivitaten.

Fur alle Cystein-Mutanten wurde tUber Immunfluoreszenz-Analysen eine membran-
stdndige Lokalisation nachgewiesen.

Die biochemische Analyse der Cystein-Mutanten mittels dreier unabhangiger Experi-
mente belegt die Existenz einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten 180 und
329.

Die Disulfidbindung ist essentiell fiir die Transportfunktion von hPAT1.

Diese Ergebnisse liefern erste strukturelle Informationen: Die Disulfidverbrickung
zwischen C180 und C329 bringt sowohl die extrazellularen Schleifen zwei und vier als
auch die Transmembrandomanen drei, vier, sieben und acht in raumliche Né&he

zueinander.

Zielgerichtete Mutagenese von N-Glykosylierungsstellen

Die Inkubation von Lysaten hPAT1-exprimierender Oozyten und HRPE-Zellen zeigte,
dass der Transporter in vivo glykosyliert wird. Im X. laevis-Expressionssystem wird
hPATL1 an den Positionen N174, N183 und N470 glykosyliert.

Die Glykanstrukturen sind fur die Transportfunktion nicht essentiell. Alle glykosylie-

rungs-defizienten hPAT1-Varianten zeigten Wildtyp-&hnliche K-Werte fur Glyzin.
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Die Glykosylierung von hPATL ist fur das targeting des Transporters innerhalb der
Zelle von Bedeutung.

Zusammen mit den Mutagenesestudien der Cysteinreste bestédtigen diese Ergebnisse
indirekt ein 11 TMD-Modell fir hPAT1.

Ausblick

Um die Proteinausbeuten des rekombinant hergestellten Transporters noch weiter zu steigern,

konnten zukinftig folgende Experimente durchgefiihrt werden:

Rekombinante Expression in E. coli

Untersuchung der Expression des Transportproteins unter Verwendung einer syntheti-
schen, auf die codon usage von E. coli optimierten Gensequenz.

Losliche Expression von hPAT1 durch Insertion in die E. coli-Membran unter Ver-
wendung eines schwachen Promotors. Zur Isolierung des Membranproteins sollte an-

schlielend eine gezielte Membranpréparation erfolgen.

Zellfreie Expression

Herstellung eines aktiveren S30-Extrakts unter Verwendung weiterer Praparations-
protokolle mit beispielsweise anderen E. coli-Stdmmen.
Erhéhung der T7-Polymerase-Aktivitat durch Nutzung eines verbesserten Prépa-

rationsprotokolls.

Um andere fur die Struktur und Funktion des Transporters essentiellen Aminoséuren bzw.

Bereiche zu identifizieren, kdnnen weitere Mutagenesestudien durchgefiihrt werden:

Identifizierung der Substratbindungsregion in hPAT1 durch Analyse von Chimaren,
hergestellt aus dem low affinity, high capacity H*-Aminosaure-Cotransporter hPAT1
und dem high affinity, low capacity H*-Aminoséiure-Cotransporter hPAT2.

Untersuchung konservierter Prolinreste in den Transmembranbereichen von hPATL.
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Vektorkarten bzw. Sequenzen der verwendeten Plasmide

pET21a

Ava l(158)
Xho 1(158)
Not 1(166)
Eag I{166)
Hind lll(173)
Sal l(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)

Nhe 1(231)
Nde I(238)
Xba [(276)
Bgl l1(342)
SgrA 1(383)

Sph 1(539)
EcoN Iﬁ599)
PfIM 1(646)
ApaB [(748)

Sty 1(57)
Bpu1102 1(80)

Dra I11(5201)

Sca 1(4538)

Pvu |(4428) Miu I(1064)

Pst 1(4303) Bcl I(1078)
BstE I1(1245)
Bmg 1(1273)

Bsa l4119 Apa (1275)

‘am1105 |(4058)

- +
PELZ1aM)

BssHII(1475)
EcoR V(1514)
Hpa I(1570)

AlwN 1(3581) PshA 1(1909)

PpuM 1(2171)
Psp5 11(2171)
Bpu10 1(2271)

&

BspLU11 I(3165)
Sap 1(3049)

Bst1107 1(2936) BspG 1(2691)
Tth111 1(2910)

T7 promoter primer #69348-3

Byl |l T7 promoter lac operator Xba |
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
~ Eagl Aval .
_Ndel Nhel — T7:Tag PET"219 pamH | EcoR| Sacl  Sall Hindll  Notl  Xhol His<Tag

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSerMetThrGlyGlyGInGInMetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArghlaProProProProProleu

o pET-21b .GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
pE ’21'%00' ...GlyArghspProAsnSerSerSerValAsplysLeullaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd
TACCATGGCTAGC pET-21c.d . .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSer. .GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlu
Bpu1102 | T7 terminator
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
-4

T7 terminator primer #69337-3

PET-21a-d(+) cloning/expression region
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pET?28a

Xho l(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind 1lI(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)

Bpu1102 1(80) Nhe 1(231)
Nde 1(238)
Nco [(296)

Xba 1(335)

Bal ll(401)
SgrA [(442)

Sph 1(598)

Dra Ill(5127)

Pvu |(4426)
Sqf (4426)

Sma (4300) Miu 1(1123)

S Bel I(1137)
Cla 1¢4117) =
Nru [(4083) :'l BstE 11(1304)
w
pET-28a(+) = || [\Apa I(1334)
(5369bp) 34
o

BssH 1(1534)
EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

Eco57 1(3772)

AlwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 1(3224)
Sap 1(3108)

Bst1107 1(2995)

Tth111 1(2969)

Bgl 1(2187)
Fsp 1(2205)
Psp5 1(2230)

T7 promoter primer #69348-3

pET upstream primer #69214-3
—» Bglll
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATA

Eag| :
Sall _ Hind Il __ Notl Xhol His-Tag
CCBTL

ET-28al+)
pET-28b(+]
ET-28c(+)
erThrSerLeulre
Bpul102 |
GAAAGGAAGCTGAGTTGGLTGCTGCCACCGCTEAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGRTTTTTTG

—
T7 terminator primer #69337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region
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pET41b

Avr 11(131)

Dra llisger)  DPu11021(80)

Sgf 1(4990)
Pvu 1{4990)

Sma (4864)

Nru 1(4647)

pET-41a(+)

Eco57 1(4336) (5933 bp)

AlwN 1(4204)

BssS 1(3961)

Bst1107 1(3559)
Tth111 1(3533)

Xho | (174)
Eag | (182)
Not | (182)
Hind 11l (189)
Sal 1 (195)
Sac | (206)
Pst 1 (214)
Sse8387 | (214)
Asc | (216)
Stu | (226)
BsrG | (229)
EcoR | (235)
BamH | (241)
EcoR V (251)
Nco | (255)
PshA | (265)

PinA 1(292)
Kpn 1(299)
Bgl 11(302)
Mun 1(360)
Sac 11(393)

Spe [(424)

Swa l(667)

Msc 1(887)

Nde I(1094)
Xba 1(1132)
SgrA 1(1243)

Sph 1(1399)

Miu 1(1924)

BstE 11(2105)
Apa 1(2135)

Hpa l(2430)

Psp5 11(2794)

T7 promoter lac operator Xbal

AATTA.

GST-Tag Spel
ATACTAGGTTAT .. .627bp. . GACCATCCTCCAAAATCGBATGGTTCAAC
le Leu Gly Tyr ...2090a. . . Asp His Pro Pro Lys Ser Asp
PinAl
Mun| SeTag S-Tag primer #69945-3 Bglll Ko

ACTGCAATTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATEGACAGCCCAGATCTGGGTACCGGTEETGGCTCC
Thr Ala lle Gly Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln His Met Asp Ser Pro Asp Leu Gly Thr Gly Gly Gly Ser Gl

Pstl
Asc| _SSe8387 1

Neol EcoRV  BamH!1 EcoRl BsiGl _Sul

Eagl
Sacl Sall  Hindlll Notl

rbs Ndel

CTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCCCCT

Met Ser Pro

HissTag Sacll
GGTTCTGGTCATCACCATCACCATCACTCCGCGGGTCTGGTGCCACGCGRTAGT

Ser Thr Ser Gly Ser Gly His His His His His His Ser 4la Gly Leu Val Pro A’E Gly Ser
thrombin

PshAl
GTGATGACGACGACAAG
ly Asp Asp Asp Asp Lys

enterokinase

_Xhol His*Tag

AGTCCCATGGGATATCGGGEATCCGAATTCTGTAC CCTTGELGLG AGGCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGT AGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA  pET-41a(+)
Ser Pro Met Gly Tyr Arg Gly Ser Glu Phe Cys Thr Gly Leu Gly Alo Pro Ala Gly Glu Leu Arg Arg GIn Ala Cys Gly Arg Thr Arg Ala Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu [le AspEnd
AGTCCCATGGATATCGGGGATCCGAATTCTGTACAGGCCTTEGCGCGCCTGCAGGCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGECCGCACTCCAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA PET-41b(+)

Ser Pro Met Asp lle Gly Asp Pro Asn Ser Val GIn Ala Leu Ala Arg Leu GIn Ala Ser Ser Val Asp Lys Leu Ala Ale Ala Leu Glu His His His His His His His His End

AGTCCCATGGCGATATCGGGGATCCGAATTCTGTACAGGCCTTEGCECGCCTGCAGGCGAGCTCCGTCGACAABCTTGCGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA  pET-41c(+)
Ser Pro Met Ala lle Ser Gly [le Arg lle Leu Tyr Arg Pra Trp Arg Ala Cys Arg Arg Ala Pro Ser Thr Ser Leu Arg Pro His Ser Ser Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr AsnEnd

Avrll Bpul1021

T7 terminator

TACCTAGGC

GCTAAACAAAGCCCGAAAGGA

SCTGAGTTGGCTGCTGCCAL

T7 terminator primer #69337-3

GCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTBAGGGGTTTTTTG

PET-41a(+) cloning/expression regions
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PETSUMO adapt

f 7 2o | res [aro s, [suwo LR o

Oligos for insertion of a MCS into pETSUMO via A/T cloning

Notl
Gly Gly BamHI HindIll Eag Xhol

GGTGGT AGAGACCTCAGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGA  GACAAGCTT

CCACC ATCTCTGGAGTCCTAGGTTCGAACGCCGGCGGAGCTC TCTGTTCGAA
Bsal

cut BamHI/Bsal (Hindlll, Notl, Eagl, Xhol)

GG GATCCAAGCTT. ..
CCACCA GTTCGAA. ..

Primer design:

Bsal 1.Codon gene of iInterest
YZGGTCTCATGGTXXX. . .
YZCCAGAGTACCAXXX. . .

Second primer as usual
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pSPORT1
BsmF | 4107 ;
Ngoh IV 3978 multiple
Dralll 3872 Aatll 191 3
Pst| 2o clening
site
SP& promoter I"ufa"."l 552
T7 promoter Esp3d | 582
f1 intergenic region Hpa | 667
Xmn | 3329 EcoR WV 743
Tatl 3213
Scal 3212
Apa | 984
pSPORT 1 i
4,110 bp BsiE 1l 1008
3000
Bel 11177
lacl
Bza | 280

Eami105 | 2729 facl promoter

PN 1810

Alwhl | 2252 Bsp U11 | 1841

2000
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pNKS
Sequenz des pNKS-Leervektors (2858 bp)

atttaggtgacactatagaatacaagctaacaacaaagaacaacaaacaacaaagtccgacgt. . . ctagaattcccgggegegecgte
gacgtagctttcatttgttttaatttattttttaaatagcattacaaaacaaattaccacaacaaaaaaaaaaccaaaacaaaaacaaataata
aagtcccaaaacaaaaacggaatatgcaaacaaaaaaaaaaaaaaaaaaanadaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaagaat
tgctcgageggecgcetcgageaattceggteteectatagtgagtegtattaggegtaatagcgaagaggeccgeaccgatcgeccttt
ccaacagttgcgcagcctgaatggegaatgggacgegecctgtagcggegcattaagegeggegggtgtggtggttacgegeageg
tgaccgctacacttgccagegecctagegeccgetectttegetttetteccttectttctegecacgttegeeggctttececgtcaagete
taaatcgggggctccctttagggttcegatttagtgetttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtgggec
atcgccctgatagacggtttttcgcecctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaacce
tatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggectattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaatttaacgcgaatttta
acaaaatattaacgtttacaatttcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgt
atccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtegeccttattc
ccttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgcetgaagatcagttgggtgcacgagtg
ggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccecgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttct
gctatgtggcgeggtattatccegtattgacgccgggeaagagceaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagta
ctcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgecataaccatgagtgataacactgegg
ccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgtt
gggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaacta
ttaactggcgaactacttactctagettcccggcaacaattaatagactggatggaggeggataaagttgcaggaccacttctgegeteg
gcecttccggetggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtetecgeggtatcattgcageactggggecagatggt
aagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgect
cactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtga
agatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatctt
cttgagatcctttttttctgcgcegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcta
ccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggecaccacttca
agaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgetaatectgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggtt
ggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaacggggggttcgtgcacacageccagcettggagegaacg
acctacaccgaactgagatacctacagcgtgagcattgagaaagcegecacgettcccgaagggagaaaggeggacaggtatceggt
aagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagettccagggggaaacgectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgeca
cctctgacttgagegtegatttttgtgatgctegtcaggggggeggagectatggaaaaacgccagcaacgeggcectttttacggttect
ggccttttgctggecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagctgataceg
ctcgccgeagecgaacgaccgagegcagegagtcagtgagcgaggaagceggaagagegeccaatacgcaaaccgecteteceeg
cgcgttggecgattcattaatgcagtaatacataaccttatgtatcatacacatacg

cact ... SP6 Promoter

gacgtc sticky ends der Aatll-Schnittstelle
ctagaa sticky ends der Xbal-Schnittstelle
gcggecege Notl-Schnittstelle zum Linearisieren
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