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Einleitung

1. Einleitung

1.1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: bedeutende Vertreter der

zelluldren Oberflichenrezeptoren

Jede Zelle wird durch eine &uBlere Membran von ihrer Umwelt getrennt. Eine selektive
Permeabilitét dieser Membran ermoglicht die Aufrechterhaltung des intrazelluldren Milieus. Es
handelt sich hierbei jedoch nicht nur um eine Diffusionsschranke, die Zellmembran beherbergt
auch eine Vielzahl von Membranproteinen, die fiir eine geregelte Interaktion der Zelle mit ihrer
Umgebung notwendig sind. Diese so genannten Oberflachenrezeptoren sind fiir die meisten
membranspezifischen Funktionen wie z. B. Zell-Zell-Kommunikationsprozesse, die Weiterleitung
externer Signale oder auch Zelladhdsionsvorginge verantwortlich. Unterteilt werden die
Rezeptoren in lonenkandle, Rezeptor-Tyrosinkinasen und 7-Transmembranhelix-Rezeptoren
(z. B. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren), wobei alle drei Gruppen sehr unterschiedlichen
Mechanismen unterliegen. Allen gemeinsam ist jedoch, dass sie durch Konformationsédnderungen

ein externes Signal in das Zellinnere weiterleiten und dadurch eine zelluldre Antwort ausldsen.

Seit der Klonierung des ersten G-Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR) im Jahre 1983, dem
Rinderopsin (Nathans, J. und Hogness, D. S., 1983), wurden tiber 5.000 Mitglieder der GPCR-
Rezeptorgruppe beschrieben (Fredriksson, R. und Schioth, H. B., 2005). GPCRs stellen eine
gro3e Familie membransténdiger Zelloberflachenrezeptoren dar, welche nicht nur in Vertebraten
und Invertebraten nachgewiesen wurden, sondern auch in Protozoen, Pilzen und Pflanzen (Marsh,
L. und Herskowitz, 1., 1988; Josefsson, L. G. und Rask, L., 1997; Hill, C. A. et al., 2002; Takeda,
S. et al., 2002; Kulkarni, R. D. et al., 2005; Srivastava, D. P. et al., 2005). Innerhalb der Gruppe
der membrangebundenen Rezeptoren weisen sie die grofite Diversitdt auf der Grundlage von nur

einem Wirkungsprinzip auf.

Bekannte Beispiele fiir die Vermittlung von extrazelluldren Signalen in das Zellinnere durch
GPCRs sind olfaktorische, gustatorische, visuelle Reize und Schmerzempfindungen, aber auch in
Zellwachstum oder Kommunikationsprozesse ist diese Rezeptorgruppe involviert. Eine
Signalperzeption durch GPCRs kann durch die Bindung verschiedenster Liganden ausgelost
werden. Typische Liganden sind z.B. Neurotransmitter, Chemoattraktanden, Hormone, Cytokine,
Photonen sowie Geruchsstoffe. Die Vielseitigkeit der Liganden ldsst offensichtlich auf einen

grofBen evolutiondren Erfolg dieser Rezeptorklasse schlieen.
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Allen GPCRs gemeinsam ist eine 7-transmembranale, a-helikale Doménen-Topologie, ihre
Kopplung an ein heterotrimeres G-Protein (siche unten, cAMP-Signaltransduktion) auf der
intrazelluldren Seite des Rezeptors sowie eine extrazelluldre Ligandenbindestelle (Katada, S. et
al., 2005). Die Superfamilie der GPCRs unterteilt sich grob in sechs Familien (Bockaert, J. und
Pin, J. P., 1999), wobei die groBite Gruppe aus den Rhodopsin-dhnlichen GPCRs mit einem Anteil
von iiber 90% besteht (Palczewski, K. et al., 2000) (Abb. 1). Ein wichtiger Vertreter ist
Rhodopsin, das Sehpigment der Stidbchenzelle in der Retina von Saugetieren. Dieser Familie

werden auch die Geruchsrezeptoren zugeordnet.

Ein strukturell dhnlicher, jedoch nicht verwandter Rezeptor ist das archaeale Bakteriorhodopsin,
das als lichtgetriebene Protonenpumpe ohne Beteiligung eines G-Proteins fungiert und ebenfalls
keinerlei Verwandtschaft zu Photorezeptoren hoherer Organismen aufweist (Oesterhelt, D. und
Stoeckenius, W., 1971; Kayushin, L. P. und Skulachev, V. P., 1974; Henderson, R., Grigorieff, N,
1995).

Innerhalb der Familien bestehen Sequenzédhnlichkeiten in der Aminosdurezusammensetzung.
Zwischen verschiedenen Familien fallen sie, wenn iiberhaupt vorhanden, jedoch sehr gering aus.
Dennoch konnen all diese Rezeptoren aufgrund ihrer Funktion, Aminoséuretertidrstruktur und der

Beteiligung eines G-Proteins zu der grolen Familie der GPCRs zusammengefasst werden.

In Tabelle 1 sind beispielhaft einige der bekanntesten GPCRs aufgefiihrt. Auffallig ist die hohe
Diversitdt von natiirlichen Liganden, die im Widerspruch zu stehen scheint zu der einheitlichen,
globalen Struktur der GPCRs. Demnach muss die Ligandenspezifitidt der Rezeptoren durch eine

starke Variabilitit ihrer Feinstruktur determiniert sein.

Tab. 1: Prominente Beispiele fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Rezeptor G-Protein Ligand Effektorprotein
Geruchsrezeptoren Gorr Geruchsmolekiile Adenylatcyclase
Rhodopsin Transducin Licht cGMP-Phosphodiesterase
B-adrenerger Rezeptor Gg Adrenalin Adenylatcyclase
Geschmacksrezeptoren G Nahrungsmittel Adenylatcyclase
muscarinischer G Acetylcholin Kaliumkanal
Acetylcholinrezeptor

Chemotaxisrezeptor G, Peptid Phospholipase C
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Abb. 1: Klassifizierung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren nach Bockaert und Pin (Bockaert, J. und Pin,
J. P., 1999). A: Schematische Darstellung der Familien 1-3; B: Klassifizierung aller Familien. Familie 1: Rhodopsin-
dhnliche Rezeptoren. In dieser Gruppe sind die Geruchsrezeptoren klassifiziert. Die Gruppe la zeichnet sich durch
kleine Ligandenmolekiile und eine Ligandenbindungsstelle innerhalb der 7 Transmembran-Region aus. Gruppe 1b
enthdlt Rezeptoren zur Bindung von Peptiden. Glykoprotein Hormonrezeptoren sind in der Gruppe lc
zusammengefasst. Familie 2: Sekretin-dhnliche Rezeptoren. Die Familie 2 weist eine dhnliche Morphologie, aber
keine Sequenzihnlichkeit zur ersten Gruppe auf. Familie 3 umfasst mGluRs und Ca*'-detektierende Rezeptoren
sowie G, gekoppelte GABA-B-, Pheromon- und Geschmacks- Rezeptoren. Die Familien 4/5/cAMP enthalten G;
gekoppelte Pheromonrezeptoren, Rezeptoren, die in die embryonale Entwicklung involviert sind, sowie cAMP
Rezeptoren, welche bisher jedoch erst in D. discoideum gefunden wurden. Es existieren einige weitere Rezeptoren,
die keiner dieser Gruppen zugeordnet werden konnen, bzw. deren Liganden noch nicht bekannt sind. Der Ligand ist
in orange dargestellt.
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Die Beteiligung von GPCRs an vielfdltigen physiologischen Vorgidngen macht deutlich, dass sie
Ausloser flir zahlreiche, oft schwerwiegende Krankheiten sein konnen. Allein die Tatsache, dass
es sich bei tiber >1% der Gene in Vertebraten um GPCR-Gene handelt (Bockaert, J. und Pin, J. P.,
1999), macht diese Rezeptorklasse zu einer wichtigen Zielstruktur fiir die pharmakologische
Forschung. Noch deutlicher wird ihre besondere Stellung in Anbetracht dessen, dass derzeit iiber
die Halfte aller verschreibungspflichtigen Medikamente auf diese Rezeptoren wirken, darunter
bekannte Beispiele wie die Betablocker, Neuroleptika und Antihistaminika. Die gezielte
Modellierung von Medikamenten ist jedoch nur moglich, wenn Informationen tiber Funktion und
Struktur eines Rezeptors vorliegen. Dennoch ist Rinderopsin (Abb. 2) der bisher einzige Vertreter
dieser Gruppe, dessen Struktur im atomaren Bereich aufgeklart werden konnte (Palczewski, K. et
al., 2000). Obwohl Versuche unternommen werden, fiir eine Reihe von GPCRs Medikamente auf
Grundlage dieser Struktur zu entwickeln, mangelt es letztendlich an genaueren Informationen
tiber die Zusammenhdnge zwischen Struktur und Funktion. Die Hauptgriinde hierfiir sind sowohl
physiologischer als auch methodischer Natur, da GPCRs in homologen Systemen nur in sehr
geringen Mengen exprimiert werden, und auch mit Hilfe heterologer Systeme und géngiger
chromatographischer Verfahren noch keine ausreichenden Mengen eines isolierten Rezeptors
produziert werden konnten (Tate, C. G., 2001; Sarramegna, V. et al., 2003). AuBlerdem ist die
Kristallisation hydrophober Membranproteine bisher nur in wenigen Féllen gelungen (Sowadski,
J. M., 1994). Die Ursachen hierfiir sind ebenfalls vielfdltig, ein Aspekt ist aber z. B. der

notwendige, jedoch interferierende Einsatz von Detergenzien als Losungsvermittler.

Abb. 2: Ansicht der dreidimensionalen Struktur
von Rinderopsin parallel zur Membranebene
nach Palczewski er al. (Palczewski, K. et al.,
2000). Die Transmembrandoménen sind mit I-VII
gekennzeichnet.
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1.2. Funktion von olfaktorischen Rezeptoren

1.2.1. Genetische Grundlage olfaktorischer Rezeptoren

Durch das olfaktorische System wird eine grofle Anzahl strukturell sehr unterschiedlicher
Molekiile aus der Umwelt detektiert und unterschieden. Einige Vertebraten weisen eine wirklich
beeindruckende Duftunterscheidungsfahigkeit auf, die gelegentlich sogar die differenzierte
Wahrnehmung von Enantiomeren einer chemischen Substanz erlaubt. Am Beispiel der
Lepidoptera konnte auBerdem eine bisweilen auferordentliche, quantitative Sensitivitat
nachgewiesen werden: diese Insekten sind in der Lage, einzelne Molekiile eines artspezifischen

Pheromons wahrzunehmen (Seyffert, W., 1998).

Vergleicht man diese Art der Reizverarbeitung mit z. B. dem visuellen System, wird
offensichtlich, dass sich die Signalerkennung der Olfaktion nicht mit einigen wenigen
Rezeptortypen erkldren ldsst, sondern einem wesentlich komplexeren System unterliegen muss.
Erste Erkenntnisse zu speziellen Oberflichenrezeptoren, welche in der Olfaktion als ,,Ubersetzer
externer Geruchsmolekiile in ein fiir den Organismus verwertbares Signal fungieren, stammen aus
dem Jahre 1991, als Richard Axel und Linda Buck erstmalig Mitglieder der
Geruchsrezeptorfamilie klonieren konnten (Buck, L. und Axel, R., 1991). In den Jahren seit
dieser Entdeckung konnten Informationen zur Organisation und Verarbeitung der Informationen
in Nase, olfaktorischem Bulbus (Riechkolben) und dem olfaktorischen Kortex im Gehirn

gewonnen werden.

Im Genom der Maus z. B. werden verschiedene Typen von olfaktorischen Rezeptoren (OR) durch
rund 1400-1500 Gene kodiert, beim Menschen wurden rund 900 entsprechende Gene identifiziert
(Young, J. M. et al., 2002). OR-Gene enthalten keine Introns (Buck, L. und Axel, R., 1991),
weisen eine Grofle von durchschnittlich 1.000 bp auf und sind auf mindestens 24 Clustern mit
jeweils ca. 10 bis 100 Genen im Genom verteilt (Zhang, X. und Firestein, S., 2002; Gaillard, 1. et
al., 2004). Rund 20% dieser Gene in der Maus sind Pseudogene und kodieren demnach fiir nicht
mehr funktionelle Rezeptoren (Young, J. M. et al., 2002; Zhang, X. und Firestein, S., 2002;
Gaillard, 1. et al., 2004; Mombaerts, P., 2004). Sequenzuntersuchungen haben gezeigt, dass
Menschen deutlich weniger Geruchsstoffe als andere Vertebraten wahrnehmen konnen. Trotzdem
wéren wir theoretisch immer noch in der Lage, tausende verschiedene Stoffe zu unterscheiden.
Die im Vergleich geringere olfaktorische Leistung des Menschen beruht auf einem hohen Anteil
an Pseudogenen von rund 60 bis 70% (Rouquier, S. et al., 1998; Mombaerts, P., 1999; Glusman,
G. et al., 2001). Zuriickzufiihren ist dieser Effekt offenbar auf unterschiedliche Selektionsdriicke
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zum Erhalt funktioneller Geruchsrezeptoren im Laufe der Evolution und wurde verursacht durch
Leserahmen-Verschiebungen, Deletionen oder Mutationen (Mombaerts, P., 1999). Noch bei den
Altweltaffen betrdgt der Anteil dieser Pseudogene nur ca. 25 bis 30%, wihrend bis hin zu den
Hominoiden ein zeitabhéngiger Verlust tatsédchlich funktioneller OR-Gene erfolgte (Gaillard, 1. et
al.,2004).

OR-Gene lassen sich in die Klasse I-Gene (fischdhnliche OR-Gene), welche zu einem geringeren
Anteil auch in Vertebraten vertreten sind, sowie die Klasse II-Gene (Tetrapoden-spezifische OR-
Gene), die bisher jedoch ausschlieBlich in terrestrischen Vertebraten gefunden wurden, unterteilen
(Freitag, J. et al., 1998; Glusman, G. et al., 2000). Urspriinglich wurde angenommen, dass die
Klasse I-Gene fiir jene Rezeptoren kodieren, welche nur wasserlosliche Geruchsstoffe binden,
wihrend stark fliichtige, unldsliche Liganden den Rezeptoren der Klasse II-Genen zugeordnet
waren. Spdter wurden jedoch auch in der Maus fliichtige Liganden der Klasse I-Rezeptoren
identifiziert (Malnic, B. et al., 1999). Zusitzlich zeigte sich im Menschen ein vergleichsweise
geringer Anteil an Pseudogenen unter den Klasse I-Genen, was auf einen positiven
Selektionsdruck schlieBen ldsst. Demnach iibernehmen die Klasse [-Gene auch in Vertebraten
eine wichtige Funktion. Eine neuere Hypothese besagt, dass Klasse [-Gene fiir Rezeptoren
kodieren, welche hydrophile bis moderat hydrophobe, fliichtige Substanzen erkennen, wihrend an

Klasse II-Rezeptoren ausschlieBlich hydrophobe Komponenten binden (Gaillard, 1. et al., 2004).

Die Expression der Rezeptoren in den neuronalen Zellen unterliegt einer strengen Regulierung.
Ein fundamentaler Grundsatz auf dem Gebiet der Geruchsrezeptor-Forschung ist die Annahme
ausschlieBlicher Expression von nur einem Typus Geruchsrezeptor pro olfaktorischer Nervenzelle
(Ngai, J. et al., 1993; Vassar, R. et al., 1993; Chess, A. et al., 1994). Eine Ausnahme stellt
offenbar die Rezeptor-Expression in Insekten dar, da fiir Drosphila die Co-Expression zweier
Geruchsrezeptoren gezeigt werden konnte (Goldman, A. L. ef al., 2005). Es bleibt bisher unklar,
ob diesem Antagonismus eine divergente Entwicklung zugrunde liegt, oder ob weitere
Organismen eine Co-Expression von Geruchsrezeptoren aufweisen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass ORs von nur einem Allel transkribiert werden (Chess, A. et al., 1994; Efstratiadis,
A., 1995; Malnic, B. ef al., 1999). Der Mechanismus einer solchen monoallelischen Expression
ist allerdings noch nicht vollkommen gekldrt. Einem stochastischen Modell unterliegt die
zufillige Wahl eines OR-Gens. Dazu bedarf es jedoch eines Prozesses oder -einer
Expressionsmaschinerie, die ihrerseits auch singulér ist, also nur mit einem Allel interagieren
kann. Eine Moglichkeit hierfiir wére die Regulation durch Genkonversion. Ein anderer mdglicher

Mechanismus wére die Interaktion mit einer Lokus-Kontroll-Region (LCR). Kiirzlich konnte das
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Vorkommen eines LCR-dhnlichen Elements stromaufwérts von OR-Clustern in Mensch und
Maus gezeigt werden (Nagawa, F. er al, 2002). Inwieweit dieses Element alleine oder in
Kombination mit anderen Kontrollorganen fiir die OR-Genwahl verantwortlich ist, muss jedoch

noch eingehender untersucht werden.

Die funktionelle Proteinsynthese eines Geruchsrezeptors in einer Zelle bewirkt, dass
ausschlieBlich seine Expression iiber die gesamte Lebensdauer des Neurons aufrechterhalten
wird. Dementsprechend muss ein Signal existieren, das die Transkription weiterer OR-Gene
verhindert. Shykind und Mitarbeiter schlagen einen Mechanismus der negativen Riickkopplung
durch das Geruchsrezeptorprotein vor (Shykind, B. M. et al, 2004; Shykind, B. M., 2005).
Offenbar sind jedoch nur funktionelle ORs in der Lage, diese Riickkopplung auszufiihren. Die
zufillige Wahl eines Pseudogens durch die Expressionsmaschinerie fiihrt dazu, dass dessen
Expression in dem Neuron wieder abgeschaltet und ein alternatives OR-Gen exprimiert wird.
Dieser stochastisch zufdllige Mechanismus wird nun solange ausgefiihrt, bis ein funktionelles
OR-Gen ausgewéhlt wurde. Erst dann wird die Expression iiber das oben erwihnte, noch nicht
bekannte Signal, endgiiltig stabilisiert. Aufgrund von Untersuchungen durch Shykind und
Mitarbeiter konnte gezeigt werden, dass dieses Hin- und Herschalten in einer sehr friihen Phase
wiahrend der Reifung des olfaktorischen Neurons geschieht, also noch vor dessen Verschaltung
mit dem Glomerulus im olfaktorischen Bulbus (Shykind, B. M. et al., 2004). Das Ausschalten
von Pseudogenen vergrofert das Spektrum der aktiven ORs im Geruchsepithelium und verhindert
toxische Effekte durch funktionsunfihige Rezeptoren. Dennoch kdnnte das Vorkommen von
Pseudogenen eine Art Genpool darstellen, auf dessen Basis durch genetische Verdanderungen das
Repertoire funktioneller Rezeptoren bei Bedarf vergroBert werden kann. Ein solcher Vorgang

konnte ursdchlich fiir den schnellen Groflenzuwachs dieser Genfamilie gewesen sein.

1.2.2. Protein-Struktur olfaktorischer Rezeptoren

Geruchsrezeptoren bestehen aus 300 bis 350 Aminosduren und enthalten wie alle GPCRs 7
Transmembrandominen (TM). Zwei hoch konservierte Cysteine in den extrazelluldren Schlaufen
1 und 2 konnten an der Ausbildung einer Disulfidbriicke beteiligt sein. In der N-terminalen
Region befindet sich die Konsensussequenz NXS/T, welche eine N-Glykosylierungsstelle
darstellt (Tarentino, A. L. et al.,, 1985). Durch Sequenzanalysen verschiedener ORs und
Rhodopsin konnten innerhalb der Klasse II-ORs (S. 6) konservierte Aminoséuren C-terminal der

TM VII nachgewiesen werden. Aufgrund diverser Analysen mit C-terminal trunkierten ORs wird
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vermutet, dass der C-Terminus der Rezeptoren eine entscheidende Rolle fiir die Ausbildung der
korrekten Proteinkonformation und einer damit verbundenen G-Protein-Kopplung und -Spezifitat
einnimmt So konnte gezeigt werden, dass trunkierte Formen des Geruchsrezeptorproteins
mOR-EG in HEK-293-Zellen geringere Funktionalititen durch verminderte G-Protein-Kopplung
aufwiesen (Katada, S. et al, 2004). Fiinf weitere konservierte Sequenzabschnitte in der
intrazelluldren Schlaufe 1 und 2, am Ende von TM III und V, am Anfang von TM VI sowie in der
TM VII identifizieren einen unbekannten Rezeptor eindeutig als Geruchsrezeptor (Probst, W. C.
et al., 1992). ORs enthalten auch hypervariable Regionen wie die der Transmembrandoménen III,
IV und V (Pilpel, Y. und Lancet, D., 1999; Fuchs, T. et al, 2001), wobei vor allem die
Transmembrandoménen IV, V und VI an der Ausbildung der Ligandenbindetasche beteiligt sind
(Buck, L. und Axel, R., 1991; Singer, M. S. und Shepherd, G. M., 1994; Afshar, M., Hubbard, R.
E. und Demaille, J., 1998; Katada, S. et al., 2005). Durch die starke Variabilitit dieser Regionen
ergibt sich ein hohes Potential zur Bindung zahlreicher, verschiedener Liganden. Die
intrazelluldren Schlaufen 2 und 3 bilden potentiell das G-Protein Erkennungsepitop aus (Pilpel, Y.
und Lancet, D., 1999).

Trotz dieser konservierten Bereiche innerhalb aller ORs handelt es sich um eine sehr heterogene
Proteingruppe, die extrem variabel in ihrer Aminosduresequenz ist. Ein Sequenzvergleich des
OR-Repertoirs der Maus ergab eine Aminosduresequenz-Identitit von durchschnittlich 37%. Die
minimale Ubereinstimmung zwischen zwei OR-Proteinen lag bei 25% (Mombaerts, P., 2004). Im
Vergleich dazu besteht innerhalb einer anderen GPCR-Unterfamilie, der Gruppe der Opiat-

Rezeptoren, eine Aminosdure-Homologie von 50-64% (Kampa, M. et al., 2001).

Diese Arbeit befasste sich mit dem aus 345 Aminoséduren bestehenden Geruchsrezeptor ORS aus
Rattus norvegicus. Ein Modell seiner putativen zwei-dimensionalen Struktur ist in Abbildung 3
dargestellt. Bekannt ist bislang nur seine Ligandenspezifitat fiir Lilial und Lyral (Raming, K. ef
al., 1993).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Geruchsrezeptors ORS aus Rattus norvegicus. Die Vorhersage der
Transmembrandomédnen wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem Vorhersage-Programm ,,7Mpred - prediction of
transmembrane regions and orientation” (Hofmann, K. und Stoffel, W., 1993) erstellt. Die einzelnen
Transmembrandomédnen sind mit I-VII gekennzeichnet. Konservierte Regionen sind hellgriin hinterlegt. Die
potentiellen N-Glykosylierungsstellen sind gelb hinterlegt.

1.2.3. Signaltransduktion

1.2.3.1.  Der cAMP-Signaltransduktionsweg (Abb. 4)

Die ersten Interaktionsstellen zwischen einem chemischen Geruchsmolekiil und der elektrischen
Signalweiterleitung im Nervensystem sind olfaktorische Rezeptoren auf der Cilienmembran von
olfaktorischen Sensorneuronen (OSN). OSNs sind eingebettet im olfaktorischen Epithelium,
welches zwar zu 75-80% aus OSNs besteht, aber auch zwei weitere Zelltypen, ,,Sustentakular-
Zellen® und Basalzellen, enthédlt (Moulton, D. G. und Beidler, L. M., 1967). Da die
durchschnittliche Lebensdauer dieser speziellen Neurone nur ca. 70 Tage betrdgt, miissen OSNs
in der gesamten Lebensdauer des Organismus stindig durch Differenzierung der Basalzellen
erneuert werden (Mackay-Sim, A. und Kittel, P. W., 1991). Die Bindung von Geruchsstoffen
erfolgt an die olfaktorischen Rezeptoren. Da die meisten Geruchsstoffe fliichtig und hydrophob
sind, bedarf es jedoch besonderer Transporter, um sie den in der wissrigen Schleimhaut
eingebetteten Rezeptoren zugdnglich zu machen. Diese Aufgabe iibernehmen so genannte
,Odorant-Bindungs-Proteine” (OBP), Mitglieder der Lipokalin Superfamilie (Flower, D. R. et al.,
2000). Ein gut charakterisiertes Mitglied dieser Familie ist das Retinol-Binde-Protein in der
Retina. OBPs sind homodimere Proteine mit einer Gréf3e von 19 kDa pro Untereinheit und der
Féhigkeit, Geruchsstoffe im mikromolaren Bereich zu binden (Pevsner, J. et al., 1990). Sie
werden in der lateralen nasalen Driise gebildet, binden durch die Atemluft herangetragene

hydrophobe Geruchsstoffe und transportieren diese zu den Rezeptoren, wo schlieBlich eine
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Bindung zwischen Rezeptor und Ligand stattfindet. Hydrophile Geruchsstoffe konnen in die
wissrige Phase der Nasenschleimhaut eintreten, ob in diesem Fall ebenfalls ein erleichterter
Transport durch Bindeproteine erfolgt, ist noch unklar. Modifizierende und degradierende
Proteine in der wéssrigen Phase der Nasenschleimhaut konnen Geruchsstoffe abbauen oder

strukturell verdndern, so dass auch eine Inaktivierung dieser Molekiile moglich ist.

Eine durch die Bindung des Liganden ausgeldste, noch nicht bekannte Konformationsdnderung
des Rezeptors fiihrt zur Aktivierung eines cytosolisch gebundenen G-Proteins, G Bei
G-Proteinen handelt es sich um heterotrimere, GTP-bindende Proteine, an deren a- Untereinheit
durch Aktivierung ein GDP/GTP Nukleotidaustausch stattfindet (Jones, D. und Reed, R., 1987).
Durch diesen Austausch dissoziiert das G-Protein von dem Rezeptor und zerfillt in seine nun
GTP-enthaltende a-Untereinheit und einen PBy-Komplex (Liu, H.-Y. und Seifert, R., 2002).
Sowohl Gagrp als auch der fy-Komplex konnen in der Folge Effektorsysteme aktivieren. Bisher
ist bekannt, dass durch Gogrp eine Adenylycyclase des Types III aktiviert wird, wodurch der
cAMP-Spiegel in olfaktorischen Rezeptor Neuronen (ORN) sehr schnell ansteigt (Sklar, P. et al.,
1986; Lowe, G. et al., 1989; Bakalyar, H. A. und Reed, R. R., 1990). Die Bindung von cAMP an
Ca2+-permeable ,.cyclic nucleotid gated* Kanile fithrt anschlieBend zu einem Einstrom von Ca®*
in die Zelle (Zufall, F. et al., 1994), welches Cl'-Kanéle 6ffnet (Reed, R. R., 1992; Kleene, S.,
1993; Lowe, G. und Gold, G. H., 1993; Frings, S. et al., 1995; Hallani, M. et al., 1998). Der
anschliefende CI-Ausstrom, basierend auf einer sehr hohen CI'-Konzentration in den neuronalen
Zellen, fiihrt zu einer nichtlinearen Verstirkung der durch Ca®" ausgeldsten Membran-

Depolarisierung (Reuter, D. et al., 1998).

Odlorart

Abb. 4: Schematische
Darstellung der olfaktorischen
Signalkaskade iiber den cAMP-
Weg. OBP: ,Odorant Bindungs
Protein®; Deg: degradierendes
Enzym; Mod: modulierendes
Enzym; R: Geruchsrezeptor; G:
G-Protein; AC: Adenylylcyclase;
i cAMP-aktivierter Kationen-
Kanal; g.(Ca): Ca*"-aktivierter CI
Kanal.
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Schlieflich kommt es zu einer ,,Alles-oder-Nichts“-Antwort, die zur Generierung von
Aktionspotentialen fiihrt, welche iiber die Axone an die Neuronen des olfaktorischen Bulbus und

von dort in hohere Hirnregionen weitergeleitet werden (Abb 5).

1.2.3.2. Die IP;-Kaskade: ein weiterer beteiligter Signaltransduktionsweg?

Nachdem Sklar und Kollegen 1986 postulierten, dass Geruchsstoffe in zwei verschiedene
Subklassen unterteilt werden konnen, welche unterschiedliche Transduktionsmechanismen
auslosen (Sklar, P. et al., 1986), wurde durch mehrere Arbeitsgruppen beschrieben, dass einige
Geruchsstoffe nicht zu einer Erhohung der Adenylylcyclase-Aktivitét fiihrten. Allerdings erfolgte
ein Anstieg von Inositol 1,4,5- Triphosphat (IP3) in der Zelle (Boekhoff, 1. et al., 1990) und eine
Beteiligung des IPs-Signaliibertragungsweges schien deshalb wahrscheinlich. Diese Beobachtung
filhrte zu der Annahme, dass beide Transduktionswege in der olfaktorischen Signaliibertragung
eine wichtige Rolle spielen (Restrepo, D. et al, 1996). Die am IP3;-Mechanismus beteiligten
Rezeptoren sind iiber ein weiteres G-Protein, G4, an die Phospholipase C gekoppelt. Diese Lipase
spaltet die Kopfgruppe des Membranphospholipids Phosphatidylinositol in Diacylglyzerol und
wasserlosliches IP; (Restrepo, D. et al., 1996), wodurch IP;-aktivierbare Ca®**- sowie nicht
selektive Kationen-Kanile gedffnet werden. In Folge dessen strdmen vermehrt Ca>” und Na® in

die neuronalen Zellen ein, wodurch eine Depolarisierung der neuronalen Membran erfolgt.

IP;-aktivierbare Kanile wurden vorwiegend in Invertebraten (Restrepo, D. ef al., 1990; Fadool,
D. A. und Ache, B. W., 1992) und erst sehr viel spéter vereinzelt in Vertebraten gefunden (Lowe,
G. und Gold, G. H., 1993). Der cAMP-Weg schien der dominante oder eventuell der einzige
olfaktorische Signaltransduktionsweg in Vertebraten zu sein (Brunet, L. J. ef al., 1996; Belluscio,
L. et al., 1998; Gold, G. H., 1999; Wong, S. T. et al., 2000; Takeuchi, H. ef al., 2003). Inzwischen
wurde jedoch die Expression InsPs-aktivierbarer Kanédle in den olfaktorischen Neuronen einiger
Vertebraten eindeutig nachgewiesen. Da diese jedoch verglichen mit cAMP-aktivierbaren
Kanilen in sehr geringer Dichte in der Zellmembran vorkommen (Kaur, R. ef al., 2001), muss
eine eventuelle Beteiligung und die genaue Funktion dieses Signaltransduktionsweges in der
Olfaktion generell bzw. bei Vertebraten noch genauer untersucht werden (Chen, S. et al., 2000;

Barry, P. H., 2003; Takeuchi, H. et al., 2003; Takeuchi, H. und Kurahashi, T., 2003).

Zusammengefasst erscheint der cAMP-Transduktionsweg zumindest der dominante bzw. durch
ein groBeres Geruchsstoffspektrum ausgeloste Weiterleitungsmechanismus in der Olfaktion zu

sein. Das Vorhandensein von IP;-aktivierbaren Kandlen in der Membran von ORNs und
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Geruchsstoffen, welche zwar keine cAMP-, jedoch eine IP;-Kaskade aktivieren kénnen, macht

eine Mitwirkung dieses zusétzlichen Signalweges wahrscheinlich.

Obwohl ein Teil der zelluliren Grundlagen des Geruchssinns bereits entschliisselt ist, fehlen
genaue Kenntnisse zur Rezeptor-Liganden-Bindung, der molekularen Rezeptor-Struktur sowie
der komplexen Verarbeitung der olfaktorischen Signale. Daher sind auch in Zukunft zelluldre
Analysesysteme notwendig, die weitere Untersuchungen dieser Rezeptorgruppe ermoglichen. In
dieser Arbeit waren wir in der Lage, zwei experimentelle Plattformen zu etablieren, mit deren
Hilfe die Funktonalitit eines rekombinanten Geruchsrezeptors gezeigt und Vorraussetzungen fiir

strukturelle Untersuchungen geschaffen wurden.
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1.3. Fragestellung der Arbeit

Die Familie der Geruchsrezeptoren ist zwar ein zentrales Forschungsgebiet, dennoch ist wenig
tiber sie bekannt. Im Folgenden wird dargestellt, worin die beiden Hauptursachen fiir die
Problematik der Analyse von Geruchsrezeptoren bestehen und welche Strategien in dieser Arbeit
gewidhlt wurden, um einen experimentellen Ansatz zur Untersuchung von Geruchsrezeptoren zu

finden:

1. Erst wenigen Geruchsrezeptoren konnten Liganden zugeordnet werden (Krautwurst, D. et al.,
1998; Zhao, H. et al., 1998; Touhara, K. et al., 1999; Wetzel, C. H. et al., 1999; Kajiya, K. et al.,
2001; Gaillard, 1. et al., 2002; Mombaerts, P., 2004). Da noch keine Struktur eines
Geruchsrezeptors bekannt ist, konnen bislang Modellvorstellungen nur {iber Sequenzhomologien
innerhalb der Rezeptorgruppe oder anhand verwandter Rezeptoren, z. B. dem Rinderopsin,
erstellt werden. Offensichtlich reichen diese Modelle jedoch nicht aus, um effektiv Liganden
zuzuordnen oder Struktur-Funktion-Zusammenhédnge zu erkennen. Das HEK-293-Zellsystem
erwies sich zwar als das bisher effektivste heterologe Expressionssystem fiir diese Art von
Rezeptoren, doch auch hier ist die Zahl beschriebener, funktionell exprimierter ORs begrenzt
(Mombaerts, P., 2004). Es gibt also nur wenige Mdglichkeiten, Geruchsrezeptoren funktionell zu
exprimieren, und daher besteht ein Bedarf an weiteren Expressionssystemen, um diese

Rezeptoren in vivo untersuchen zu kdnnen.

2. Neben der Problematik einer funktionellen Expression gibt es bislang kein Expressionssystem,
welches die Herstellung geeigneter Mengen fiir eine Strukturaufkldrung dieser Rezeptoren
ermoglicht. Die Menge der synthetisierten Rezeptoren ist in der Regel zu gering oder die

Zielproteinspezies liegt in Einschlusskdrpern vor.

Zu 1) Die funktionelle Expression mit korrekter Translokation des Membranproteins sollte in
Kombination mit einer Semliki Forest Virus-basierten Infektion in Saugetier P19-Zellen
durchgefiihrt werden. Ausgewihlt wurde diese Zelllinie aufgrund folgender Tatsachen: es handelt
sich bei der P19-Zelllinie um Teratokarzinom-Zellen, welche urspriinglich aus embryonalen
Stammzellen, implantiert in Hodengewebe, generiert wurden. Einem Gewebe also, in dem in vivo
eine Geruchsrezeptor-Expression nachgewiesen wurde (Goto, T. ef al, 2001). Ein weiterer
vielversprechender Umstand war die Differenzierbarkeit dieser Fibroblasten-dhnlichen Zellen in
neuronale Zellen, dem Zelltyp, der auch in vivo fiir olfaktorische Neuronen vorliegt.
Dementsprechend lautet die Annahme, dass es sich um eine optimale Zelllinie fiir die Expression

rekombinanter ORs handeln kann, die zur zeitgerechten Expression aller flir die olfaktorische
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Signalkaskade notwendigen Bestandteile befihigt ist. Die Zelllinie sollte beziiglich ihrer Eignung
als Expressionsplattform fiir Geruchsrezeptoren charakterisiert und Expressionsstudien am

Beispiel des Rezeptors ORS durchgefiihrt werden.

Zu 2) Die Uberexpression des Membranproteins zur quantitativen Isolierung erfolgte in Hefe.
Gegeniiber E. coli ist der Hefeorganismus zur Durchfiihrung posttranslationaler Modifikationen
fahig. Ein Vorteil im Vergleich zu Sdugerzellen sind die hohen erreichbaren Zelldichten.
Primirgewebe kam fiir diese Fragestellung nicht in Frage: eine Isolierung wire mit sehr geringen
Ausbeuten verbunden, eine Problematik, die durch die Verwendung von heterologen
Expressionssystemen umgangen werden kann. Es wurde eine ,,unfolded protein response (UPR)-
kontrollierte Expression in Saccharomyces cerevisiae (Griffith, D. A. et al., 2003) ausgewdbhlt,
um zu gewdhrleisten, dass iiberwiegend korrekt gefaltetes Rezeptorprotein gebildet wird. Mit
dieser Arbeit sollten erstmals durch eine optimierte Expression, Produktion und Isolierung
ausreichende Proteinmengen des Geruchsrezeptors ORS (aus R. norvegicus) mit einer
Homogenitit von >90% zur Verfligung gestellt werden, um biochemische und strukturelle

Charakterisierungen durchzufiihren.

Zusétzlich sollten monoklonale ORS5-Antikdrper generiert werden, um eine spezifische Detektion

und Immunoprézipitation des Geruchsrezeptors ORS5 zu ermdglichen.

Zusammengefasst tragen die etablierten Systeme dazu bei, die genaue Rolle der ORs in der
Geruchswahrnehmung in Zukunft entschliisseln zu konnen. Mit Hilfe der P19-Zelllinie wird die
OR-Charakterisierung in einem heterologen System ermdglicht, und durch den Gebrauch des
Hefeexpressionsystem und die optimierte Isolierungs-Strategie kann das Material fiir eine

Strukturaufklarung bereitgestellt werden.

Seite 14



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

Tab. 2: verwendete Organismen.

Stamm

Relevanter Geno- oder Phéanotyp

Referenz

Escherichia coli DH5a

E. coli able
Sacharomyces cerevisiae BJ5464

F¢80d/lacZ M15 A(lacZY A-argF)

U169 recAl endAl hspR17 (1, my") supE44

A thi-1 gyrA96
relAl
Mat alpha; ura3-52; trpl; leu2dell;

his3del200; pep4::HIS3; prbldell.6R; canl

(Hanahan, D., 1983)

Stratagene # 200170
ATCC # 208288 (LGC
Promochem, Wesel)

GAL 1
P19 Teratocarcinoma, Mus musculus ATCC # CRL-1825
BHK-21 Zelllinie aus Nieren v. 5 ,,unsexed®, 1 d ATCC # CCL10
alten Hamstern (Mesocricetus auratus)
Tab. 3: verwendete Vektoren und Plasmide.
Plasmid Relevantes Merkmal Referenz
pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO® 3" Thymidin Uberhang, kovalente Invitrogen # 081701

Topoisomerase, CMV-Promotor

plTy-3 8-Integrations Vektor; 3.2 kb; Kan® Jason Burbank

PMEGA?2 Galdp, Gal80p, Gal3p; 2u, URA3, LEU2, (Sil, A. K. et al., 2000)
Amp"

PJS-U(URA) UPRE, ICL1-Promotor, LacZ (Griffith, D. A. et al., 2003)

pSFV2 Semliki Forest Virus, 11033 bp, 4mp" Dr. K. Lundstrém, Epalinges,

pSFVI1Cap SFV, Capsid, 12049 bp, Amp" Schweiz

pSFV2Helper SFV, Strukturgene, 8194 bp Dr. K. Lundstrom

pSFV3-LacZ LacZ Dr. K. Lundstréom
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Tab. 4: Plasmid-Konstrukte.

Plasmidname Relevantes Merkmal (endstindige Insertionsgrof3e Ursprungsvektor
Schnittstellen des klonierten Fragments,
Gen)
pEG?2 BamH1, ORS5 945 (OR5) pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO®
pPEGI BamH]1, Hisg, Xa, ORS 945 (OR5) +54bp  pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO"
OR5-SFV2 #38 BamH]1, Hisg, Xa, ORS 945 (OR5)+54bp  SFV2
ORS5- SFVICap # 6 BamH]1, Hisg, Xa, ORS 945 (OR5)+54bp  SFVICap
OR5-pITy3 (diverse) ~ BamHI, Hiss, Flag, ORS 945 (OR5)+36bp  plTy3

Tab. 5: verwendete Oligonukleotide fiir die Klonierung von pEG?2 und pEG]1 (fiir Klonierung OR5-SFV2 #8,
ORS5-SFV1Cap #6). Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. OR5 Start- und Stop-Kodons sind fett geschrieben.
ORS5 His Ubergang, His Ubergang forw. 2 und His Ubergang forw.1 wurden iiberlappend fiir die Klonierung eines
BamH1/His¢/Xa/OR5 Konstruktes fiir die Ligation in die pSFV-Vektoren verwendet. Als reverses Oligonukleotid
diente 2.6. ORS BIAS. Mit den Oligonukleotiden 2.7. Pstl/Sacll und 2.6. Pstl/Sacll wurde ein OR5-Amplifikat
hergestellt, welches fiir die Ligation mit dem CT-TOPO-GFP Vektor eingesetzt wurde.

Bezeichnung/Sequenz Zielgen/Region Léange Schnittstelle

ORS5 His Ubergang ORS5 aus Rattus norvegicus, +1 - +20 35 -
5" -GGTATCGAAGGTAGAATGACAGAAAGGAACCAAAC-3”

His Ubergang forw. 2 His¢/Xa 36 -
5 -TCTCATCATCATCATCATCATGGTATCGAAGGTAGA-3"

His Ubergang forw.1 Hisg 42 BamH1/Scal
5"-AAAGGATCC AGTACTACCATGGGGGGTTCTCATCATCATCAT-3°

2.6. OR5 BIAS OR5 aus Rattus norvegicus, +523 - Stop 31 BamHI
5 -GCGGATCCTTATAGGTTTAGTTGAATTTTTC-3"

2.7. Pstl/Sacll OR5 aus Rattus norvegicus, +1 - +23 41 Pstl/Sacll
5" -GCGAAACCGCGG CTGCAGATGAACGGGACCGAGGGCCCAAA-3”

2.6. Pstl/Sacll OR5 aus Rattus norvegicus, +523 - Stop 39 Pstl/Sacll
5"-GCGACCGCGG CTGCAGTTATAGGTTTAGTTGAATTTTTC-3°

Seite 16




Material und Methoden

Tab 6: verwendete Oligonukleotide fiir die Amplifizierung von GapDH, OMP, G,qa) und dem ,cyclic
nucleotide-gated olfatoric channel” (cNgOCh; spiiter als oCNC2 bezeichnet) in PCR-Reaktionen.

Bezeichnung Zielgen/Ursprung Sequenz AmplikongrofBe
GapDH sense 44 GapDH 5" -AAAATGGTGAAGGTCGGTGT-3"

GapDH antisense 288  (Mus musculus) 5" -CTCACCCCATTTGATGTTAG-3" 346
Gi(a) sense 12 Gy () 5’ ~GGGCAACAGCAGCAAGACCG-3"

Goi(@) antisense 360 (Mus musculus) 5’ -TCAAAGTCAGTGATAGGGCCTATG-3 " 381
OMP sense 74 OMP 5" -TGCGGCTCCGAGTAGAGA-3"

OMP antisense 399 (Mus musculus) 5" -TACATGACCTTGCGGATCTTG-3" 372
cNgOCh sense 1640 cNgOCh 5" -GCACTGGCACTATCCGTAGTCTGG-3"
cNgOCh antisense 2096 (Mus musculus) 5’ -GACTTCGGAGGGACATCAGCATAAT-3 481

Tab. 7: verwendete Oligonukleotide fiir Echtzeit-PCR Messungen.

Bezeichnung Zielgen/ Ursprung Sequenz AmplikongroBe
GapDH 2 F GapDH 5"-ATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3"

GapDH 2 R (Mus musculus) 5" -TTGAAGTCGCAGGAGACAACC-3" 89
OMP 1 F OMP (odorant marker protein) 5"-TCACCAACCTCATGACACGC-3"

OMP 1 R (Mus musculus) 5 =CGTCTGCCTCATTCCAATCC-3" 93
Golf 1 F Gy (o) 5" -TGAGAGATCCAACGAGTACCAGC-3°

Golf 1 R (Mus musculus) 5" -GGTCTGTGGGTGTGTAGTCAACC-3" 95
GqlF G,a) 5" -CTGAATGACTTGGACCGTGTAGC-3"

Gql1R (Mus musculus) 5 -GTATTCGATGATCCCTGTAGTGGG-3" 96
cNgOCh 1 F cNgOCh 5" -CGACAAGGACGGCGAGG-3~

cNgOCh 1 R (Mus musculus) 5" -CGGCAGGTGTGGAAGCC-3" 88
cNgOCh2F cNgOCh 5" -GGAGGGAAGACATACAGATCACTAGC-3"
cNgOCh2 R (Mus musculus) 5" -CAGCACAGATAGGCTTTCAGGC-3" 131
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2.2. Nahrmedien

2.2.1. Medien fiir Escherichia coli

LB-(Luria-Bertani) Medium:

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 10,0 g
H,O ad 1.000 ml
pH 7,0

Zur Herstellung von Festmedium-Platten wurde Bakto-Agar (Difco, Kansas City, MO, USA) in

einer Endkonzentration von 2% [w/v] zugesetzt.

2.2.2. Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von nicht selektiv angezogenen Hefestimmen erfolgte auf Vollmedium mit

2% [w/v] Dextrose:

YPD (Yeast extract peptone dextrose):

Hefeextrakt 10,0 g
Bakto-Pepton 20,0 g
Dextrose 20,0 g
H,O ad 1.000 ml

Die Medien wurden ohne Zucker autoklaviert und anschlieBend durch Zugabe des
entsprechenden Volumens einer 20% [w/v] Stocklosung des sterilfiltrierten Zuckers auf die

gewliinschte Zucker-Endkonzentration eingestellt.

Fiir die Charakterisierung der Hefekulturen erfolgte die Anzucht in Vollmedium, in dem die
Dextrose durch 4% [w/v] Raffinose ersetzt wurde. Die Expressionsinduktion erfolgte entweder
durch direkte Zugabe von 2% [w/v] Galaktose oder nach Verwendung des Vollmediums durch

Ubertragung gewaschener Zellen in 2% [w/v] Galaktose YP-Medium.
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Eine selektive Anzucht wurde durch Wachstum auf synthetischem Komplett-Medium ohne Uracil

und Leucin erreicht:

SC OUra DL eu:

“Yeast nitrogen base” @Aminosduren 6,7¢g
“Drop out” Medium l4dg
Tryptophan 76 mg
Histidin 76 mg
Raffinose 40 ¢g
0,5 M Natriumphosphat, pH 6,0 100 ml
H,O ad 1.000 ml

Das Minimalmedium wurde durch Filtration sterilisiert.

Fir die Herstellung von Festmedium-Platten wurde 2% [w/v] Bakto-Agar (Difco) vor dem

Autoklavieren zugesetzt.

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid (X-Gal)- oder Antibiotika- (siche Tab. 8) haltige

Platten wurden maximal 3 Monate bei 4°C aufbewabhrt.

2.2.3. Medien fiir die Sdugerzellkultur

a-Mem Medium: Dulbecco’s Medium:

500 ml MEM Alpha Medium 250 ml Dulbecco’s MEM/Nutrient Mix F12 Medium
2,5% Foetal Calf Serum 250 ml Iscove s modified Dulbecco’s Medium

7,5% Newborn Calf Serum 10% [w/v] Foetal Calf Serum

10 ml MEM Amino Acids (50x) (PAA, Cdlbe)
5 ml MEM Vitamins Solution (100x) (PAA)

Neurobasalmedium.
500 ml Neurobasal™ Medium
2mM Glutamin

1 ml N2-Supplement
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Alle Komponenten wurden - wenn nicht anders angegeben - von Gibco (Karlsruhe) bezogen und

sterilfiltriert geliefert.

2.2.4. Medienzusitze

In Tab. 8 sind die den Medien zugesetzten Substanzen aufgefiihrt. Die Zugabe erfolgte bei

vorangehender Sterilisation durch feuchte Hitze nach Abkiihlung auf mindestens 60°C.

Tab. 8: Medienzusitze.

Komponente Stammldsung Losungsmittel Sterilisation Lagerung Endkonzentration
[mg/ml] [ug/ml]
Ampicillin 100 50% [v/v] Ethanol - -20°C 100
IPTG (100 mM) 23,8 H,Ouigest. Filtration -20°C 48
X-Gal 20 N,N"-Dimethylformamid - -20°C 40
G418 1.000 H,O - -20°C 1.000
Retinolsdure 100 Ethanol p.a. - -20°C 150
N2-Supplement 100x - - -20°C 0,2x

2.3. Zellkulturen

Soweit nicht anders angegeben, wurde fiir Zellkulturarbeiten 1x PBS ohne Kalzium und

Magnesium verwendet (Dulbecco’s PBS without Ca’" and Mg”", PAA).

2.3.1. Stammkultur-Haltung

Die Lagerung von E. coli-Stimmen erfolgte {iber kiirzere Zeitrdume auf festen Komplexmedien
bei 4°C. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Petrischalen mit Parafilm (Ochs, Bovenden)
umwickelt. Zur Konservierung der Staimme wurden die Zellen 1:1 in 87%igem [v/v] Glyzerin

resuspendiert und bei -70°C gelagert.

S. cerevisiae- und P19-Sdugerzell-Kulturen wurden in 4% [v/v] DMSO (Fluka, Seelze) im
jeweiligen Medium bei -70°C gelagert.

Hybridomazellen wurden in Einfriermedium (2.5.1.3.) in fliissigem Stickstoff gelagert.
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2.3.2. Propagierung P19-Zellen

P19 Maéuse-Teratokarzinom-Zellen wurden in Zellkulturflaschen in a-Mem Medium unter Zugabe
von Aminosduren, Vitaminen, Neugeborenen Rinderserumalbumin und fotalem Rinderserum
(s. 2.2.3.) bei 37°C und 5% [v/v] CO; kultiviert. Nach jeweils zwei Tagen erfolgte ein Austausch
des Mediums. Zur Erhaltung der Zellen war es erforderlich, die adhdrenten Zellen nach 3-4 Tagen
durch Trypsinierung zu ernten. Hierfiir wurden die Zellen zuerst mit 1x PBS gewaschen und nach
Zugabe von 1 ml/25 cm® Trypsin/EDTA (Gibco) vom Boden geldst und 5 min bei 400xg
sedimentiert. Eine neue Kulturflasche wurde anschlieend mit 1/5 der Zellen inokuliert und mit

frischem Medium versehen.

2.3.3. Neuronale Differenzierung P19-Zellen

P19-Zellen wurden mit leichten Modifikationen nach dem Protokoll von Jones-Villeneuve (Jones-
Villeneuve, E. M. et al., 1983) in neuronale Zellen differenziert. Eine zu 50-60% bewachsene T7s-
Zellkulturflasche wurde mit 1 uM Retinolsdure (RA, Sigma-Aldrich, Seelze) versetzt und iiber
Nacht bei 37°C und 5% [v/v] CO; inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet (s. 2.3.2.),
ein Aligouot mit Trypanblau angeférbt und mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt. 10°
Zellen wurden in 10 ml a-MEM Medium aufgenommen und in eine 9 mm Petrischale (Greiner,
Frickenhausen) iiberfiihrt, in der sie fiir 4 Tage nicht-adhérent kultiviert wurden. Wahrend dieser
Zeit bildeten sich sogenannte ,,embryonic bodies* aus, die nach einer Zentrifugation (5 min,
400xg) durch Inkubation fiir I min mit 1 ml Trypsin/EDTA teilweise gelost wurden. Die Zellen
konnten nun je nach weiterer Verwendung in Zellkulturflaschen, 6- oder 12-well Platten in einer
Dichte von 40.000 Zellen/cm® ausgesit werden. Wihrend dieser Zeit wurde Neuronen-
spezifisches Medium, Neurobasal™ Medium (Gibco), verwendet, welches nach jeweils drei
Tagen erneuert wurde. In der Regel wurde mit neuronal differenzierten Zellen weitergearbeitet,
welche 10 Tage RA-induziert waren. Wurden die Zellen auf Glasoberflichen ausgesit, war eine
Vorbehandlung der Glastrager mit Poly-L-Lysin (MW 70.000-150.000, Sigma-Aldrich)
notwendig. Hierfiir wurden die Oberflachen in 0,5 mg/ml einer Poly-L-Lysin Losung in PBS fiir
10-60 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend mit PBS gespiilt und getrocknet.
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2.34. Propagierung BHK-21-Zellen

BHK-21-Zellen bendtigten ein Gemisch aus Dulbecco’s MEM/Nutrient Mix F12 Medium,
Iscove’s modified Dulbecco’s Medium und FCS (s. 2.2.3.) zum Wachstum. Die Kultivierung fand
ebenfalls bei 37°C und 5% [v/v] CO; statt. Das Ernten der Zellen war wie fiir die P19-Zellen
beschrieben (s. 2.3.2.) moglich. Die Zellen wurden 1:5 — 1:10 verdiinnt in eine neue Kulturflasche

uberfiihrt.

2.3.5. Transfektion von P19-Zellen

Séugerzellen konnen mit verschiedenen Techniken und Reagenzien mit DNA oder RNA
transfiziert werden. Es wurde ein Lipid-basiertes Reagenz zur Transfektion von Plasmid-DNA in

P19-Zellen sowie ein virales Infektionssystem verwendet.

2.3.5.1. Lipid-basierte Transfektion von P19-Zellen

Metafectene™ von Biontex (Miinchen) ist ein polykationisches Transfektionsreagenz, welches in
Kombination mit einem neutralen Kolipid in liposomaler Form vorliegt. Der Lipidkomplex bindet
an die DNA und komplexiert diese zu einer sehr kompakten Struktur, was die
Transfektionseffizienz verbessert. Die totale Freilegung der Fremd-DNA in der Zelle ermoglicht

anschlieend die Transkription und Translation der neu eingefiihrten Gene.

Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

2.3.5.2. Semliki Forest Virus (SFV): hoch effiziente Infektion von P19-Zellen

Eine weitere Form der Transfektion von Sdugerzellen wurde mit einem Semliki Forest Virus
basierten Expressionssystem durchgefiihrt. Aufgrund der Verteilung der viralen Proteine auf zwei
Vektoren, dem rekombinanten Vektor und dem pSFVHelper2, welcher Verpackungssignal-
defizient ist, handelte es sich um ein virales System, welches nicht zur fortlaufenden

Autoreplikation beféahigt ist (Liljestrom, P. und Garoft, H., 1991).
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2.3.6. Herstellung rekombinanter Semliki Forest Viren und Infektion der P19-Zellen
2.3.6.1.  Invitro Generierung von mRNA

Zunichst musste die linearisierte DNA iiber eine Phenol/Chloroform Féllung (s. 2.4.4.) gereinigt

und mit Ethanol gefallt werden.

Die in vitro Transkription des Spel linearisierten OR5-pSFV2 # 8- bzw. OR5-pSFVICap # 6-
Plasmides und des pSFV-Helper2 wurde durch einen SP6-Promotor im Vektor initialisiert.

Reaktionsansatz:

Plasmid 2,5 ug
10x SP6-Puffer Sul
10 mM m7G(5")ppp(57)G (CAP) Sul
50 mM DTT (Sigma-Aldrich) 5ul
rNTP-Mix Sul
H,O ad 45 pl
RNAsin (50 U) 1,5 ul
SP6-RNA-Polymerase (100 U) 3,5ul

Der Ansatz wurde anschlieBend 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle der Transkription wurden

abschlieend 2 pl der Reaktion auf einem 1% [w/v] Agarosegel analysiert.

2.3.6.2. Transfektion mittels Elektroporation

BHK-21-Zellen einer dicht bewachsenen Ti75-Zellkulturflasche wurden wie beschrieben
(s. 2.3.4.) geerntet und anschlieBend 1x mit Mg*"/Ca*"-freiem PBS gewaschen. Nachdem die
Zellen erneut sedimentiert wurden, konnten diese in 3,2 ml Mg®"/Ca*"-freiem PBS aufgenommen
werden. Die erreichte Zelldichte von rund 107 Zellen/ml war optimal fiir die Elektroporation. Fiir
einen Elektroporationsansatz wurden 0,4 ml der Zellen mit dem gesamten in vitro Transkriptions-
Ansatz der rekombinanten RNA und dem halben Ansatz der Helfer-RNA gemischt und in eine
Elektroporationskiivette gegeben (0,2 cm, BioRad, Miinchen). Die Elektroporation erfolgte in

einem Gen-Pulser der Firma BioRad in zwei aufeinander folgenden Pulsen mit einer Spannung
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von 1,5 kV, einer Kapazitit von 25 pF sowie unendlichem Widerstand. Die erreichten

Zeitkonstanten pro Puls betrugen 0,7 - 0,8 ms.

Sofort im Anschluss wurden die Zellen in 10 ml frisches Medium in eine Ts-Zellkulturflasche

uiberfithrt und tiber Nacht bei 37°C, 5% CO, inkubiert.

2.3.6.3. Ernte und Aktivierung der Virus-Stammsuspensionen

Die Produktion von Viren erfolgt bei infizierten Zellen durch zellulire Assemblierung und
Abschniirung iiber die Zellmembran in das extrazellulire Medium. Demnach konnten die Viren

durch Abnahme des Zelliiberstandes gesammelt und bei -20°C gelagert werden.

Um eine hohere Sicherheit des Systems zu gewihrleisten, wurde mit einem Helfer-Konstrukt
(pSFV-Helper2) gearbeitet, in welchem die fiir die Spaltung des p62-Proteins verantwortlichen
Aminosduren mutiert worden sind (Berglund, P. et al, 1993). Demnach mussten die
rekombinanten Viruspartikel vor dem Gebrauch durch eine Behandlung mit a-Chymotrypsin
(100x: 20 mg/ml in PBS, sterilfiltriert, Sigma-Aldrich) aktiviert werden. Der Virusstock wurde
hierfiir mit 1/100 Volumen einer o-Chymotrypsin-Losung versetzt und fiir 15 min bei RT
inkubiert, wodurch eine Spaltung des p62-Proteins in die strukturellen Proteine E3 und E2
erfolgte. Zum Abstoppen der Reaktion wurde dem Ansatz anschlieBend 1/20 Volumen des
Proteaseinhibitors Aprotinin (20x: 10 mg/ml in PBS, sterilfiltriert, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim) zugesetzt.

2.3.7. Infektion der P19-Zellen

P19-Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und mit einer vorher angesetzten, dem Virustiter
angepassten Verdiinnung versetzt. Das Volumen wurde jeweils so gewihlt, dass die Zellen
ausreichend bedeckt waren. Nach einer Inkubation von 1h bei 37°C und 5% CO, wurde soviel
frisches Medium zugesetzt, dass eine weitere Kultivierung von 23 h mdglich war. AbschlieBend
wurden die Zellen geerntet und fiir Proteinpriparationen (s. 2.6.4.) oder Immunmarkierungen (s.

2.5.5.2.) verwendet.
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24. Molekularbiologische Methoden
2.4.1. Standardmethoden

In der Regel wurden molekularbiologische Standardmethoden nach Sambrook durchgefiihrt

(Sambrook, J. et al., 1989).

Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt a. Main)

bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.

Mit Hilfe des QIlAquick-Gelextraction-Kits von Qiagen (Hilden) wurden DNA Fragmente aus

Agarosegelen nach Herstellerangaben isoliert.

Die Analyse von DNA erfolgte durch Gelelektrophorese in 1- oder 2%igen [w/v] Agarosegelen in
TBE Puffer (890 mM Tris Base, 20 mM EDTA, 890 mM Borséure, pH 8).

Eine Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte durch Bestimmung der Absorption bei

260 nm und einer Umrechnung durch die Formel cDNA (pg/ml)= Azsonmx Verdliinnungx50.

Zur Féllung von DNA wurde die DNA-L6sung mit 1,5 Volumen Ethanol und 10% [v/v] 3 M
Natriumacetat, pH 5,2 versetzt und 1 h auf Eis inkubiert. Nach Pelletierung der DNA (12.000xg,

30 min, 4°C) wurde der Uberstand entfernt und das Sediment in H,O aufgenommen.

Klonierungen von DNA in TOPO-Vektoren wurden mit Hilfe des TOPO TA Expression Kit von

Invitrogen (Karlsruhe) nach Herstellerangaben angefertigt.

Die Herstellung Transformations-kompetenter E. coli-Zellen erfolgte durch die CaCl,-Methode
(Cohen, S. N. et al., 1972; Inoue, H. et al., 1990).

Transformationen von E. coli-Zellen wurden nach Hanahan (Hanahan, D., 1983) durchgefiihrt.

Plasmide wurden aus E. coli mittels des Qiagen Mini-Prep-Kits nach Herstellerangaben isoliert.
Die Anzucht erfolgte iiber Nacht bei 230 Upm, 37°C in LB-Medium in Anwesenheit von
100 pg/ml Ampicillin (Endkonzentration).

Die Transformation von S. cerevisiae wurde nach dem Protokoll der ,high efficiency plasmid

transformation of yeast* durchgefiihrt (Agatep, R. et al., 1998).

Die Bestimmung der optischen Dichte von Kulturen erfolgte durch Triilbungsmessung bei einer
Wellenldnge von 600 nm in einem UV 160 A Spektralphotometer von Shimatzu (Kyoto, Japan)

oder einem Ultrospec 2004 von Amersham Biosciences (Freiburg). In der Regel wurden die
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Proben 1:10 in H,O verdiinnt und gegen H,O in 1 ml Plastikkiivetten mit einer Schichtdicke von

1 cm gemessen.

RNA aus adhirent wachsenden P19-Zellen wurde mit peqGold TriFast Losung von Peqlab

(Erlangen) nach Herstellerangaben prépariert.

Die in vitro Transkription fiir die Northern-Blot-Methode wurde nach Standardmethoden unter

Verwendung einer 77-Polymerase (Roche Diagnostics GmbH ) durchgefiihrt.

2.4.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis, K. et al., 1986) wurde in der Regel in 50 pl Ansétzen in
einem 73 Thermocycler (Biometra, Gottingen) mit Tag-DNA-Polymerase (eigene Herstellung in
der AG Oesterhelt (Pluthero, F. G., 1993)), Pfu-DNA-Polymerase (Promega, Madison, USA) oder
TaKaRa™ Taq-Polymerase (Chemicon, Hotheim) durchgefiihrt. Die Programme umfassten eine
5-miniitige Denaturierung der DNA bei 96°C und 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung (96°C,
30 s), Anlagerung (T, 30 s) und Synthese (72°C, die Elongationsdauer war abhingig von der
GroBBe des zu amplifizierenden Fragmentes und betrug in der Regel 1min/kb). Das Programm
wurde mit einer Inkubation von 10 min bei 72°C abgeschlossen, um eine Fertigstellung von
Abbruchfragmenten zu gewihrleisten. Fiir die PCR-Reaktionen wurden in allen Féllen homologe

Oligonukleotide verwendet.

Die Berechnung der T, erfolgte als eine Néherung iiber die Sequenz des Oligonukleotides mit

Hilfe folgender Formel:

Tm(°C)=2 (Nao+ Nt) +4 (Ng+ N¢)

2.4.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation eines DNA-Fragmentes mit einem Vektor wurden beide Bestandteile mit dem
entsprechenden Restriktionsenzym verdaut (s. 2.4.1.). Der Vektor wurde anschlieend mit einigen
Einheiten shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics GmbH ) dephosphoryliert, um eine
Religation zu verhindern. Unter Verwendung des PCR purification kits der Firma Qiagen wurden
die Enzyme entfernt. Zur Ligation wurde ein Teil Vektor mit 5 Teilen DNA-Fragment in 1x
Ligationspuffer unter Zugabe von 3 U 74-DNA Ligase von NEB bei 4°C iiber Nacht oder 1 h bei
RT inkubiert.
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2.4.4. Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Abtrennung von Nukleinsduren aus proteinhaltigen Losungen wurden Phenol/Chloroform-
Extraktionen durchgefiihrt. Die wissrige Losung wurde mit einem Volumen Rotiphenol (Roth,
Karlsruhe) versetzt und gemischt. Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 5 min bei RT und
20.000xg wurde die obere wéssrige Phase vorsichtig abgenommen. Durch die erneute Zugabe von
einem Volumen Chloroform wurde die wissrige Losung von Phenol-Resten befreit. Nach
griindlichem Mischen beider Phasen und erneuter Zentrifugation wurde die wéssrige Phase

abgenommen und eine Ethanol-Natriumacetat-Féllung durchgefiihrt (siehe 2.4.1.).

24.5. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger, F. S. et al., 1977)
durch PCR mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden unter Verwendung des BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits von Applied Biosystems GmbH (Darmstadt).
Dieses Gemisch enthdlt Reaktionspuffer, dNTPs, BigDye-Terminatoren, MgCl, sowie die

AmpliTaq FS-Polymerase.

Reaktionsansatz:

DNA 500 ng-1 pg
Oligonukleotid 10 pmol
BigDye 3ul
H,0 ad 15 pl

PCR-Bedingungen:

96°C 30 sec
Tm 30 sec
60°C 4 min
30 Zyklen

Nach Aufreinigung der PCR Probe iiber eine Micro-Spin G-50 Sdule von Pharmacia Biotech AB
(Freiburg) zur Entfernung iiberschiissiger dNTPs und BigDye Terminatoren wurde die Probe in
einem Vakuum-Konzentrator (Speed vac concentrator, Bachofer, Reutlingen) getrocknet und mit

3,5 pl Auftragspuffer (0,025 mM EDTA 1:5 in Formamid, 50 mg/ml Blue Dextran) versetzt. Der
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Ansatz wurde 5 min bei 96°C denaturiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Von der Probe

wurden 1,5 pl auf das Sequenziergel aufgetragen.

Die Auftrennung und Sequenzierung wurde an einem ABI PrismTM 377 DNA Sequencer
(Applied Biosystems GmbH) durchgefiihrt.

2.4.6. Northern-Blot

Ein Teil RNA (5 pg) aus P19-Sdugerzellen wurde mit 3 Teilen RNA-Denaturierungspufter
versetzt und 10 min bei 65°C denaturiert. Die Proben wurden sofort auf Eis gestellt und
anschlieBend auf einem denaturierenden Agarosegel (1,2 % [w/v], 1x MOPS-Puffer, 5,88% [v/V]
einer 37%igen [w/v] Formaldehydl6sung) liber Nacht bei 20 V in 1x Mops-Puffer aufgetrennt.
Die Geldokumentation erfolgte auf einem UV-Transluminator. Anschlieend wurde die RNA auf
eine Hybond-N' Nylonmembran (Amersham Biosciences) durch Kapillar-Blot nach
Standardmethoden (Sambrook, J. et al., 1989) transferiert. Eine Quervernetzung der RNA an die
Nylonmembran wurde durch Belichtung fiir ca. 30 sek in einem UV Stratalinker 2400
(Stratagene, Amsterdam, NL) bei 120.000 pJ -0 pJ erreicht.

Denaturierungspuffer: 10x MOPS:

10x MOPS 1 ml 500 mM MOPS
Formamid 100% [w/v] 5ml 10 mM EDTA
Glyzerin 87% [v/v]1,34 ml pH 7,0

Xylencyanol (gesattigte Lsg.) 100 pl

Bromphenolblau (geséttigte Losung) 100 pl

Ethidiumbromid (Roche Diagnostics GmbH ) 50 ul

H,O 670 ul

24.7. Markierung von DNA-Sonden mit o’?P-dATP

Fiir die Herstellung von Sonden wurden entweder PCR-Produkte oder Plasmide als Matrizen
sowie der Prime-1t® II Random Primer Labeling Kit (Stratagene) verwendet. Flinfundzwanzig ng
eines PCR-Fragments wurden mit 10 pl Random Oligonucleotid Primern versetzt und das
Reaktionsvolumen mit RNAse-freiem H,O auf 34 pl aufgefiillt. Nach Zugabe von 10 pl
5x *dATP Primer Puffer, 5 pl [a’*P]-dATP (Amersham Biosciences) und 1 pl Klenow Enzym
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(5U/ul) wurde die Probe 10 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde im Anschluss durch
Zugabe von 2 pl Stopmix beendet. Uberschiissige Oligonukleotide wurden entfernt, indem die
Probe durch eine AutoSeq G50 Sepharose Siule (Amersham Biosciences) zentrifugiert wurde.
Vor Verwendung der Sonde erfolgte eine Denaturierung fiir 5 min bei 95°C mit einer
anschlieenden Inkubation auf Eis fiir 5 min. Die Sonde konnte in einer Plexiglaskammer bei

-20°C gelagert werden.

2.4.8. Northern-Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde zuerst fiir 1 h mit Hybridisierungspuffer (Rapid Hybridisation Buffer,
Amersham Biosciences) prahybridisiert und anschlieBend 2 h bei 65°C mit der Sonde
hybridisiert. Gewaschen wurde 2x fiir 15 min bei RT mit 1x SSC (150 mM NaCl, 15 mM
Natriumzitrat, pH 7,0), 0,1% [w/v] SDS, gefolgt von 2x 15 min bei 65°C mit 0,1x SSC, 0,1%
[w/v] SDS. Die Membranen wurden im feuchten Zustand in Frischhaltefolie verpackt und mit
Kodak X-Ray Filmen (Kodak Ag, Stuttgart) entsprechend der Signalstirke bei -70°C in Kassetten

mit Verstirkerfolie exponiert.

2.4.9. Echtzeit-PCR
2.49.1. Probenherstellung fiir die Echtzeit-PCR

Die Durchfiihrung von Echtzeit-PCR-Analysen erforderte die Generierung von DNA-freier RNA
als Ausgangsmaterial. Hierfiir wurden RNA-Proben wie unter 2.4.1. beschrieben prépariert und
mit Hilfe des DNA-free™ Kits von Ambion (Huntingdon, Cambridgeshire, United Kingdom)
nach Herstellerangaben von DNA-Kontaminationen befreit. Zur Uberpriifung, ob nach der
Reaktion noch DNA-Kontaminationen vorhanden waren, wurde 1 pl der Probe als Matrize in
einer PCR-Reaktion eingesetzt. Bei Entstehung eines Amplifikates wurde nochmals ein DNAse
Verdau mit anschlieBender Kontrolle durchgefiihrt. Die Integritit der DNAse-behandelten RNA
wurde im 1%igen Agarosegel wie unter Kap. 2.4.6 beschrieben untersucht, bevor die RNA-Probe
fiir eine in vitro Transkription verwendet wurde. Die in vitro Transkription der DNA-freien RNA
erfolgte unter Verwendung der TagMan®™ Reverse Transcription Reagents der Applied

Biosystems GmbH.
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2.4.9.2. cDNA-Quantifizierung in der Echtzeit-PCR

Zwischen 5 und 100 ng der amplifizierten cDNA wurden als Matrize fiir Echtzeit-PCR-Ansétze
unter Verwendung von SYBR™ Green (Applied Biosystems GmbH) und den in Tabelle 12
angegebenen Oligonukleotiden verwendet. Um Pipettierfehler auszuschlieBen wurden jeweils
25 ul Quatruplets einer Probe angefertigt. Als Negativkontrolle fiir jede Bedingung diente jeweils
ein Quatruplet ohne cDNA. Um die entstandenen Amplifikationen vergleichen zu kénnen, wurde
jeweils der CT-Wert einer Bedingung gegen den CT-Wert der cDNA der endogenen Kontrolle
(GapDH) normalisiert. Anschlieend erfolgte eine Auswertung auf Grundlage der AA-CT-
Methode.

2.5. Immunologische Arbeiten

2.5.1. Generierung und Reinigung eines monoklonalen ORS-Antikorpers
2.5.1.1. Kopplung eines ORS-Haptens an Keyhole lympet hemocyanine (KLH)

Die Kopplung des zu immunisierenden Peptides, dem synthetisch hergestellten C-Terminus des
ORS5-Rezeptors aus Rattus norvegicus, erfolgte mit Hilfe des Maleimide Activated BSA, KLH
Conjugation Kit von Sigma-Aldrich. Das synthetische Peptid wurde in 20 mM Na-Phosphat-
Puffer, pH 6,6, 0, M EDTA, 80 mM Saccharose, angesetzt. Zur Uberpriifung der
Kopplungseffizienz nach Abschlull der Reaktion wurden 50 pl ungekoppeltes Peptid entnommen
und bis zur Analyse bei 4°C aufbewahrt. Zur Kopplung wurde eine 5 mg/ml Losung des
Maleimid-aktiverten KLH in 20 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 6,6, 0,23 M NaCl, 2 mM
EDTA und 80 mM Saccharose im molaren Verhéltnis von 1:1.000 mit dem synthetischen Peptid
vorsichtig gemischt. Zur Vermeidung von Oxidationsreaktionen wurde die Probe im direkten
Anschluf} fiir 1-2 min mit N, begast und verschlossen. Die Konjugation erfolgte wihrend einer
2-stiindigen Inkubation bei RT. Erneut wurde eine Probe (100 pl) entnommen, um anschlieend
das Verhéltnis zwischen den freien Cysteinresten vor und nach der Kopplung zu ermitteln. Die
Isolierung der KLH-Peptid-Konjugate aus dem Reaktionsansatz sowie die Uberpriifung der
Kopplungseffizienz erfolgte ohne Modifikation nach Angaben des Herstellers mit Hilfe der im
Kit enthaltenen Sephadex G-25M Gel-Filtrationseinheiten bzw. des Reagents 5,5 -Dithio-bis-2-

Nitrobenzoesiure.
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2.5.1.2. Immunisierung von Miusen mit ORS-Peptid

Fiir die Immunisierung wurden 2 weibliche Balb/C Méause im Alter von 4-5 Wochen verwendet.
Das Antigen wurde in zwei Ansdtzen mit verschiedenen Adjuvants vermischt, Alu-Gel-S
Suspension/Pertussis (SERVA Elekrophoresis GmbH, Heidelberg; Sigma-Aldrich) bzw.
Freundsches Adjuvant (Sigma-Aldrich). Uber einen Zeitraum von 2 Monaten wurden die

Immunisierungen durch subkutane Applikation des Antigens unter das Bauchfell durchgefiihrt:

AluGelS/ Pertussis: Freund-Complete:

Tag 1 100 pg Antigen + 20 ul AluGelS Tag1 100 ug Antigen + 100 ul Freund-Complete
Tag 17 100 pg Antigen + 20 pl Pertussis Tag 27 100 pg Antigen + 100 pl Freund-Incomplete
Tag 28 100 pg Antigen + 20 pl AluGelS Tag 37 150 pg Antigen + 100 pl Freund-Incomplete
Tag 38 150 pg Antigen + 20 ul Pertussis Tag 62 150 ug Antigen + 100 ul Freund-Incomplete
Tag 51 150 pg Antigen + 20 pl AluGelS

Tag 58 150 pg Antigen + 20 pl AluGelS
Tag 62 100 pg Antigen

2.5.1.3. Generierung von Hybridoma-Zelllinien

Zuerst wurden PAI (PAIB3Ag81)-Myelomazellen geerntet und in sterile Falkon-Gefédf3e
tiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 1.000xg wurden die Zellen 2x mit 25 ml
RPMI-Medium ohne Hepes gewaschen und erneut sedimentiert. Verwendet wurden ca. 2,5x10’
Zellen fiir die Fusion mit 1x10* Milzzellen. Zur Priparation der Milzzellen wurde diese durch
steriles Offnen des Peritoneums herauspripariert und in RPMI-Medium ohne Hepes iiberfiihrt.
Durch mehrmaliges Waschen in diesem Medium wurde ein Grofiteil storender Fibroblasten
entfernt, und die Milz anschlieend zerkleinert. Die Zellen mussten in einem Homogenisator
weiter vereinzelt werden bevor sie mit den Myelomazellen fiir die Fusion vermischt werden
konnten.

Die Fusion der murinen Milzzellen mit den Myelomazellen wurde unter Verwendung von PEG
4.000 durchgefiihrt (Harlow, E. und Lane, D., 1998). Dazu wurden die vermischten Zellen flachig
verteilt, mit 0,5 ml PEG 4000 versetzt und 1 min bei 37°C im Wasserbad und anschliefend 1 min
bei RT inkubiert. Nach vorsichtiger Zugabe von RPMI-Medium ohne Hepes iiber 5 min wurden
die Zellen 15 min auf Eis inkubiert, anschlieBend 5 min niedertourig zentrifugiert und das Pellet
in RPMI-Medium mit 5% BriClone (Gibco) resuspendiert und ausplattiert. Nach 24 h wurde das
RPMI-Medium gegen HAT-Medium ausgetauscht. Die Zellen wurden anschlieBend iiber 3 Tage
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in 5% CO,, 37°C inkubiert und nachfolgend ohne BriClone kultiviert. Zellen, die im HAT-
Selektivmedium angewachsen waren, konnten fiir eine weitere Kultivierung in Aminopterin-
freies HT-Medium (HAT-Medium ohne Aminopterin) iiberfiihrt werden. Diese Zellen wurden im
Anschluf} vereinzelt, um monoklonale Zelllinien zu erhalten und konnten dann mittels ELISA

(s. 2.5.2) auf ihre Antikorperspezifitit getestet und in Einfriermedium in fliissigem N, gelagert

werden.

HAT-Medium: RPMI Medium:

RPMI Medium 571,5 ml RPMI 1640 (Gibco) 500 ml

HT-Stocklosung 5,5 ml (Hepes 25 mM)

Aminopterin 95 nM FCS (Gibco) 10% [v/v]
Glutamin (Gibco) 20 mM
Kanamycin 0,1 mM
B-Mercaptoethanol 100 uM

Anzuchtmedium fiir die Antikdrper-Isolierung:

500 ml PFHM II proteinfrei (Gibco)

1x Glutamax-I (Invitrogen)

Einfriermedium:

RPMI 1640 mit 25 mM Hepes und L-Glutamine 70% [v/v]

FCS (Gibco) 20% [v/V]

DMSO 12 % [v/V]

-Mercaptoethanol 0,98% [v/v]

2.5.14. Aufreinigung monoklonaler ORS-Antikorper

Ein Liter gefrorener Kulturiiberstand wurde {iber Nacht im Kiihlschrank aufgetaut, unter Zugabe
von gesittigter Ammoniumsulfatlosung gefillt und dialysiert (s. 2.6.6.3.). Das Dialysat wurde im
Anschlu} auf eine NaCl-Konzentration von 3 M eingestellt. Zur Aufreinigung zirkulierte die
Probe iiber Nacht bei 4°C iiber vorher mit Waschpuffer (100 mM Tris, 3 M NaCl, pH 8.9)
dquilibrierte 2 ml Affi-Gel Protein A Agarose for IgG Purification (BioRad). Nach Waschen der
Sdule mit 100-150 ml Waschpuffer wurde der Antikérper mit 20 Sdulenvolumen (SV) 0,1 M
Zitronensdure, pH 4,0 eluiert. Zur Neutralisierung des Eluates wurden umgehend je 50-100 pl
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2 M Tris, pH 9,0 pro Fraktion zugegeben und der pH-Wert kontrolliert. Alle Fraktionen mit einer
optischen Dichte liber 1,0 wurden vereinigt und iiber Nacht gegen 2x 2 |1 PBS dialysiert. Zur
Regeneration der Protein A Sdule wurde diese mit 25 ml Regenerationspuffer (0,1 M
Zitronensdure, pH 3,0) und anschlieBend mit Waschpuffer gewaschen, bis ein pH-Wert von 8,9
erreicht war. Die dialysierte Antikdrperlésung wurde a 30 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20°C gelagert.

PBS (1x):

KCl 0,2 g/l
KH,PO4 0,2 g/l
NaCl 8 g/l
Na,HPO4 1,15 g/l

2.5.2. »Enzyme linked Immunosorbent Assay* (ELISA): Selektion von

Hybridomazellen und Immunglobulinklassen-Bestimmung
2.5.2.1.  Selektion von Hybridomazellen

Zur Detektion und Isolierung von Hybridomazellen, welche Antikorper gegen das eingesetzte

Antigen sezernieren, wurde der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) verwendet.

Vor der Vereinzelung der Hybridomazellen wurden Zelliiberstinde von Zellgemischen beziiglich
threr Antikorperspezifitit untersucht. Dazu wurden 96-well Mikrotiterplatten (Nalge Nunc
International Corp., Wiesbaden) mit 100 pl einer 1 mg/ml Losung des synthetischen Peptides von
ORS5 iber Nacht beschichtet, 3x mit PBS gewaschen und fiir 1 h mit 3% [w/V]
Rinderserumalbumin (BSA) abgesittigt. Es wurden Inkubationen von 1 h mit 200 ul der
Zelliiberstande durchgefiihrt. Nachdem die Platten 3x mit PBS gespiilt wurden, folgte eine
Inkubation mit 1:1.000 des Immuno Pure® Goat anti Mouse HRP Antibody (Perbio Science
Deutschland GmbH, Bonn) in 3% [w/v] BSA fiir 1 h. Die Platten wurden erneut 3x mit PBS
gewaschen, und anschlieBend konnte die Detektionslosung aufgebracht werden. Verwendet
wurde der Alkaline Phosphatase Substrate Kit von BioRad. Die Absorption der Farbreaktion
wurde bei 405 nm gemessen, und die Proben unter Verwendung eines Nullwertes und einer
Kontrolle ohne Zelliiberstand ausgewertet. Nach Vereinzelung positiver Zellgemische wurde mit

den Uberstinden der Zellklone ebenso verfahren.
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2.5.2.2. Bestimmung der Immunglobulin-Klasse

Von positiven Zellklonen wurden die Uberstinde im AnschluB auf ihre Antikérpersubklasse
untersucht. Hierfiir wurden sowohl der Mouse Typer Isotyping Panel von BioRad als auch in
nicht eindeutigen Fillen der Ouchterlony Test verwendet. Eine Bestimmung der Subklassen mit
dem BioRad Kit wurde nach Herstellerangaben unter Verwendung des Goat anti Rabbit HRP
Konjugate (BioRad) durchgefiihrt.

Der Ouchterlony Test wurde auf Deckglidsern angefertigt, welche speziell vorbehandelt wurden:
diese wurden 1 h in 1 M HCI eingelegt, 3x in HyOgest gewaschen und 30 min in 100% EtOH
eingelegt. Nach dem Trocknen mit fusselfreiem Papier erfolgte eine Trockensterilisation fiir 4 h
bei 160°C. AnschlieBend wurden die Deckglidser mit zwei Lagen Agarose beschichtet. Fiir die
erste Schicht wurde 1 Tropfen 2% [w/v] Agarose in PBS aufgebracht und getrocknet. Die zweite
Schicht bestand aus 3 ml 1,5% [w/v] Agarose, 2% [w/v] PEG 4.000 in PBS. Nachdem diese fest
wurde, wurden mit einer Pasteurpipette, angeschlossen an eine Vakuumpumpe, vorsichtig Locher
in die Agarose gesaugt: um ein zentrales Loch wurden hexagonal 6 weitere Locher in gleichen
Abstand arrangiert. In einer feuchten Kammer aufbewahrt, konnten die vorbereiteten Deckgléser
nun verwendet werden. Das mittlere Loch wurde mit 5 pl der zu testenden Antikorperlosung
befiillt, wihrend die &uBeren Locher jeweils 5 pl der polyklonalen Subklassen-Antikorper
enthielten. Nach Inkubation iiber Nacht konnten die Tests ausgewertet werden. Eine Reaktion
zwischen dem zu testenden Antikdrper und dem entsprechenden Subklassen-Antikorpers wurde
durch eine weiBliche Linie, verursacht durch Prizipitation von Antigen-Antikorper-Aggregaten,

zwischen den ausgestanzten Lochern angezeigt.

2.5.3. Kovalente Kopplung von monoklonalen Antikdrpern an Protein A-Sepharose

Fiinfzig ml Kulturiiberstand monoklonaler Zellen wurden mit 500 ul Affi PrepRProtein A Matrix
(BioRad) versetzt und {iber Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Nach Waschen der Sepharose in 2x
40 ml PBS wurde diese in 2 ml PBS resuspendiert, und ein 50 pl Aliquot fiir eine spétere
Uberpriifung der Kopplungseffizienz entnommen. Die Sepharose wurde 2x mit 12 ml 0,2 M
Natriumborat, pH 9,0 gewaschen und anschlieend in 10 ml 0,2 M Natriumborat resuspendiert.
Kreuzreaktives, festes Dimethyl-Pimelimidat (Sigma-Aldrich) wurde in einer Endkonzentration
von 20 mM zugefiigt und 30 min bei RT rotierend inkubiert. Einer Waschung mit 0,2 M
Ethanolamin, pH 8,0 folgte eine Inkubation fiir 2 h bei RT in 12 ml 0,2 M Ethanolamin, pH 8,0.
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Nachdem die Sepharose 2x mit PBS gewaschen wurde, konnte diese in 1 ml PBS + 0,1% [w/v]
Natriumazid bei 4°C gelagert werden. Von dieser Probe wurden erneut 50 pl entnommen, um die
Kopplung der Antikorper an die Sepharose zu iiberpriifen. Hierfiir wurden beide Proben in 6x
Protein-Laufpuffer aufgenommen, fiir 5 min auf 95°C erhitzt, einer PAGE unterzogen und

analysiert.

2.54. Regeneration der ORS-Antikorper-Sepharose

Zur Regeneration der Antikorper-Sepharose wurde diese mit jeweils 10 SV folgender Puffer in

der Reihenfolge der Nummerierung gewaschen:

Puffer 1 und 5: Puffer2:

10 mM Tris, pH 8,0 50 mM Tris, pH 8,0
140 mM NacCl 500 mM NacCl
Puffer 3: Puffer 4:

50 mM Tris, pH 9,0 50 mM Tris, pH 11,5
500 mM NacCl 150 mM NacCl

0,1% Triton-X-100

Die Sepharose konnte iiber einen ldngeren Zeitraum in PBS + 0,1% [w/v] Natriumazid bei 4°C
gelagert werden.

2.5.5. Immunfluoreszenz-Markierung an ganzen Zellen
2.5.5.1.  Fixierung und Immunfluoreszenz-Markierung von Hefezellen

Fiinf ml einer Hefekultur wurden in der frilhen exponentiellen Phase geerntet und mit
1/10 Volumen 37% [w/v] Formaldehyd fiir 1 h bei RT fixiert. Nach einmaligem Waschen der
Zellen in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,5 wurden die Zellen in 1 ml 50 pg/ml Zymolyase (ICN,
Eschwege) in 0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,5 und 2 pl/ml B-Mercaptoethanol resuspendiert und
fir 30 min bei 30°C inkubiert. Die Effizienz der Sphiroplastierung wurde unter dem
Lichtmikroskop kontrolliert. AnschlieBend wurden die Zellen bei einer niedertourigen

Zentrifugation sedimentiert und in 1 ml PBS aufgenommen.
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Fiir die Mikroskopie wurden Lab-Tek Chamber Slide™ der Firma Nalge Nunc International Corp.
verwendet. Vor Gebrauch wurden diese mit 10 pl einer 1 mg/ml Poly-L-Lysin-Hydrobromid
(MW 400.000, Sigma-Aldrich) Losung fiir 15 min beschichtet und anschlieBend mit PBS
gewaschen und getrocknet. Nun konnten 10 pl der fixierten Zellen aufgebracht und nach 10 min
alle tiberschiissigen Zellen durch vorsichtiges Waschen mit PBS entfernt werden. Drei % [w/v]
BSA wurde sowohl zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen (30 min, RT) als auch zur
Inkubation mit den Antikdrpern verwendet. Diese wurden in vorgeschriebenen Konzentrationen
verwendet und fiir 1 h bei RT auf den Zellen belassen. Zwischen und nach den Inkubationen
wurde jeweils 3x mit PBS gewaschen. Um eine zuséitzliche Anfarbung des Zellkerns zu erreichen,
wurden die Zellen im Anschlufl mit 10 pl 1 pg/ml DAPI (Sigma-Aldrich) fiir 1 min inkubiert und
erneut griindlich gewaschen. AbschlieBend wurde ein kleiner Tropfen ,,Mounting Medium “
zugesetzt, der Objekttriger mit einem Objektglas und klarem Nagellack verschlossen und bei -

20°C gelagert.

Herstellung ,, Mounting Medium *:

50 mg p-Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) wurden in 5 ml PBS, pH 9 bei RT gel6st und
anschlieBend mit 45 ml 87% [v/v] Glyzerin versetzt. Aliquote konnten bei -70°C im Dunkeln
iiber ldngere Zeit gelagert oder direkt fiir die Dekonvoleszenz- und Konfokalmikroskopie

verwendet werden.

2.5.5.2. Fixierung und Immunfluoreszenz-Markierung von P19-Zellen

P19-Sdugerzellen wurden vor der Immunfluoreszenzmikroskopie entweder mit eiskaltem
Methanol fiir 5 min bei -20°C fixiert und anschlieBend 3x mit PBS gewaschen oder mit
Paraformaldehyd (PFA) behandelt. Zur Durchfiihrung der PFA-Fixierung wurde frisches PFA
wie folgt hergestellt: 4 g PFA (SERVA Electrophoresis GmbH) wurden in 80 ml 1x PBS, pH 7,4
aufgeschlammt und vorsichtig auf ca. 60°C erwdrmt. AnschlieBend wurde die Losung auf 100 ml
mit PBS aufgefiillt und durch einen Faltenfilter filtriert. Eine Lagerung war fiir ca. 1 Woche bei
4°C moglich.

Zur Fixierung wurde das Medium entfernt, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und 20 min in der
PFA-Lo6sung bei RT inkubiert. Nach Entfernen der PFA-Losung erfolgte eine Inkubation von
10 min bei RT mit 0,025% [w/v] Saponin (Sigma-Aldrich). Die Zellen mussten anschlieend

vorsichtig 3x mit PBS gewaschen werden.
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Fixierte P19-Zellen wurden zuerst fiir 2 h bei RT mit 3% [w/v] BSA abgesittigt, um
unspezifische Bindungen der Antikorper zu reduzieren. Der erste Antikdrper wurde in 3% [w/V]
BSA fiir 1 h oder bei 4°C {iber Nacht auf den Zellen inkubiert. Ungebundener Antikdrper wurde
durch 3x vorsichtiges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden anschliefend mit einem
Cy3-konjugierten Sekundérantikorper in 3% [w/v] BSA fiir 1 h inkubiert und tiiberschiissiger
Antikorper erneut durch 3x Waschen mit PBS entfernt.

Die Zellen wurden nun mit wenigen Millilitern PBS {iberschichtet und fiir die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Zur Durchfiihrung der Konfokalmikroskopie wurden die
Zellen auf Lab-Tek Chamber Slide™ 4 Well Kammern kultiviert und weiterbehandelt. In allen

Féllen wurden Negativkontrollen ohne ersten Antikorper angefertigt.

Zur Detektion von Bestandteilen der olfaktorischen Signalkaskade bzw. neuronaler
Markerproteine wurden die P19-Zellen zur Differenzierung auf sterilisierte, mit 0,5 mg/ml
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager aufgebracht. Auf den Objekttrigern wurden die Zellen

mit 4% Paraformaldehyd fixiert und fiir eine Immunmarkierung verwendet.

Die verwendeten Primér- und Sekunddrantikorper sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tab. 9: Primar- und Sekundérantikorper fiir die Inmunmarkierung von P19-Zellen.

Antikorper Epitop Markierung | Verdiinnung
Anti-His (Molecular Probes) Hiss - 1:5.000
Anti-ORS (diese Arbeit) ORS5 C-Terminus - 0,1 pg/ml
Anti-OMP (Margolis, F. L., 1972) OMP aus Ratte - 1:10.000
Anti-ACIII (Santa Cruz Biotechnology, | C-Terminus A Cyklase III aus Maus | - 1:100

Inc., Santa Cruz, CA, USA)

Anti-oCNC2 (Bradley, J. et al., 1997) Fragment von rOCNC?2 aus Ratte - 1:200
Anti-B-Tubulin (Halfter, W. ef al., 2002) | Tubulin Retina aus Huhn - 1:200
Anti-Gr (Santa Cruz) Gy (i) aus Ratte - 1:50

Ziege anti Maus (Chemicon) Maus IgG Cy3 1:200
Ziege anti Hase (Chemicon) Hase IgG Cy3 1:200
Hase anti Ziege (Chemicon) Ziege IgG Cy3 1:200
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Die B-Tubulin und oCNC2 monoklonalen Antikorper — hergestellt durch W. Halfter und K. Zinn -
wurden von der Developmental Studies Hybridoma Bank (The University of lowa, Departement

of Biological Sciences, lowa City, IA 52242, USA) bezogen.

2.5.6. BIACORE

Zur Untersuchung der Antikorper-Spezifitit sowie zur Bestimmung des Kp-Wertes als Maf} fiir
die Affinitit eines Antikorpers wurden Bindungsstudien an einem BIACORE-Messgerit
(Biacore, Freiburg) durchgefiihrt. Als Bindungsoberfliche diente ein CM5-Chip der Firma
BIACORE, an welche das synthetische Antigen iiber Cystein gekoppelt wurde. Zur Beladung
einer Spur des Chips wurden 500 pl einer 0,5 mg/ml konzentrierten Antigen/PBS Losung
verwendet. Als Negativkontrolle diente eine mit Laminin ,,P19 (19 Aminosduren aus der a-Kette
des Laminins) beladene Spur (0,02 mg/ml in PBS). Die beiden iibrigen Spuren wurden mit
verdiinntem Antigen (20%) und 100% des Verdiinners beladen. Die Verdiinnung erfolgte mit
RB212. Bindungskinetiken wurden bei 20°C mit einer Injektionszeit von 30 min und einer
Flussrate von 10 pl/min durchgefiihrt. Die verwendeten Antikdrpermolarititen betrugen 500, 250,
125, 62,5, 31,5 und 0 nM.

2.6. Biochemische Methoden

2.6.1. Standardmethoden

Eine Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit Bradford-Losung von BioRad nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Eine Standardkurve wurde unter Verwendung von 1 ug, 2,5 pg,
5 png, 10 pgund 20 pg BSA/Reaktionsansatz erstellt.

Proteinbestimmungen mit Hilfe des Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit (Perbio Science
Deutschland GmbH) wurden nach Herstellerangaben unter Verwendung des halben angegebenen

Reaktionsvolumens angefertigt.

Zur Konzentrierung von Proteinlosungen wurden Centriprep® und  Microcon®
Zentrifugeneinheiten (Millipore, Schwalbach) mit einem molecular weight cut off (MWCO) von
10, 30 oder 50 kDa verwendet. Die Zentrifugationen wurden nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.
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2.6.2. Priparation von Gesamtprotein aus S. cerevisiae

Nach Sedimentation von 10 ODggo-Einheiten Zellen fiir 5 min bei 4.000xg und 4°C wurden diese
einmal mit eiskaltem H,Opigest gewaschen. Das Sediment wurde nun in 200 pl eiskaltem 7CA-
Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,9, 50 mM Ammoniumazetat, 2 mM EDTA) unter Zugabe von
Proteaseinhibitoren (Leupeptin 1 ug/ml, Pepstatin A 1 pg/ml und PMSF 17.4 pg/ml oder 1
Tablette/50 ml Complete EDTA-free Proteaseinhibitor (Roche Diagnostics GmbH) resuspendiert.
Nach Zugabe von 200 pl eiskalter 20% [w/v] TCA und Glasperlen (@ 425 - 600 pm) bis zu ca.
2/3 des Probenvolumens wurden die Zellen durch 4x 4 min starkes Schiitteln auf einem Vortexer
aufgebrochen. Die Lysate wurden in ein 1,5 ml Eppendorf Gefaf3 iiberfiihrt, die Glasperlen 2x mit
500 ul 1:1 TCA Puffer:20% [w/v] TCA gewaschen und die Uberstinde abgenommen. Nach
Vereinigung der Uberstinde wurde die Probe 15 min auf Eis belassen und anschlieBend bei
16.000xg, 5 min, 4°C prézipitiert. Das Sediment konnte nun in 100 pul 7CA-Resuspensions-Puffer
(3% [w/v] SDS, 100 mM Tris Base pH 11,0), evtl. unter Zugabe von einigen Mikrolitern 2 M
Tris, pH 9,0, aufgenommen und bei -70°C gelagert werden.

2.6.3. Isolierung von Gesamtmembranen aus S. cerevisiae

Nach Sedimentierung der Zellen fiir 5 min bei 4.000xg und 4°C wurden diese einmal mit
eiskaltem H,Opigest gewaschen. Das Sediment wurde anschlieBend in Homogenisierungspuffer (25
mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM B-Mercaptoethanol, 10% [v/v] Glyzerin; 0,25-0,5 g
Zellnassgewicht/ml) resuspendiert. Um einen Abbau der Proteine durch Proteasen zu vermeiden,
wurden Proteaseinhibitoren (s. 2.6.2) zugesetzt. Ein 70 ml Homogenisator (Braun, Melsungen)
wurde mit 50 g Glasperlen (Sigma-Aldrich) und 20 ml Zellsuspension bestiickt, und die Zellen
durch 8 - 10x 1 min Homogenisierung mit jeweils 1 min Kiihlung auf Eis zwischen den
Inkubationen aufgeschlossen. Die Vollstindigkeit des Aufschlusses wurde mikroskopisch
iiberpriift. Der Uberstand wurde in ein 50 ml Falkon-Gefi (BD, Heidelberg) iiberfiihrt und die
Glasperlen 2x gewaschen. Dieser Uberstand wurde ebenfalls in Falkon-Gefife iiberfiihrt und 2x
bei 1.600xg, 5 min, 4°C zentrifugiert, um Zellbruchstiicke zu entfernen. Die Sedimentation der
Membranen erfolgte durch eine Ultrazentrifugation der Uberstinde (200.000xg, 1 h, 4°C). Nach
Entfernen des cytosolischen Uberstandes konnten die Membranen in 25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1
mM EDTA, 1 mM p-Mercaptoethanol, 20% [v/v] Glyzerin resuspendiert, mit Protease-

Inhibitoren versetzt und bei -70°C gelagert werden.
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2.6.4. Isolierung von Gesamtmembranen aus P19-Zellen

Die adhirent wachsenden P19-Zellen konnten durch Zugabe von einigen Millilitern Mg”"/Ca*'-
freiem PBS + 0,5 mM EDTA und kréftiges Klopfen vom Flaschenboden geldst und durch eine
Zentrifugation (5 min, 400xg, 4°C) sedimentiert werden. Das Sediment wurde anschlieBend in
10 ml PBS/T7s-Flasche unter Zusatz von Protease-Inhibitoren (s. 2.6.2.) resuspendiert. Die
Zellen konnten mit Hilfe eines Hand-Homogenisators oder durch Sonifizierung aufgeschlossen
werden. Fiir die Sonifizierung an einem Sonifier cell disruptor B15 (Branson) wurden folgende
Einstellungen gewdhlt: output control 5, % duty cycle 50, pulsed, 3x 10 Pulse. Durch eine
niedertourige Zentrifugation (3.200xg, 15 min, 4°C) wurden intakte Zellen und Zelltriimmer
entfernt und der Uberstand mit 1 Volumen TEDG-Puffer verdiinnt. Wihrend einer
Ultrazentrifugation (120.000xg, 90 min, 4°C) wurden die Gesamtmembranen sedimentiert. Das
Sediment konnte nun in einem kleinen Volumen TEDG-Puffer + Proteaseinhibitoren

aufgenommen werden und dauerhaft bei -20°C gelagert werden.

TEDG-Puffer: TE-Puffer:
20% [v/v] Glyzerin 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
80% [v/v] TE-Puffer 0,2 mM EDTA

vor Gebrauch Zugabe von 0,2 mM DTT.

2.6.5. Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation
2.6.5.1. Abtrennung von ribosomalen Proteinen aus Gesamtmembranpriparationen

Zur Abtrennung von ribosomalen Proteinen aus Gesamtmembranen wurde eine Saccharose-
Dichtegradienten-Zentrifugation mit 10%-60% [w/v] Saccharose durchgefiihrt. Dazu wurden eine
10%ige und eine 60%ige [w/v] Saccharoseldosung in 50 mM Tris, pH 7,5, 800 mM NaCl, 1 mM
B-Mercaptoethanol, 20% [v/v] Glyzerin hergestellt, und der Gradient mit Hilfe eines
Gradientenmischers in 30 ml Zentrifugenréhrchen (Beckman Coulter GmbH-Diagnostics,
Krefeld, fiir TST 28) gegossen. Drei ml konzentrierte Membransuspension in oben genannten
Puffer wurden vorsichtig auf den Gradienten aufgetragen. Durch eine Ultrazentrifugation bei
25.000xg fiir 14 h, 4°C sollten die Membranen von den ribosomalen Proteinen abgetrennt
werden. Die lipidhaltigen Membranen befanden sich vorwiegend in der oberen Hilfte des

Gradienten, wihrend die lipidfreien ribosomalen Proteine sich in einem hoherprozentigen Bereich
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des Gradienten sammelten. Nach Abnahme und Verdiinnung der Membranfraktion mit
Saccharose-freiem Puffer folgte eine Zentrifugation bei 30.000xg, 1 h, 4°C. Das Sediment konnte

resuspendiert und bei -20°C gelagert werden.

2.6.5.2.  Fraktionierung von Organellen

Zur Isolierung von Plasmamembranen aus S. cerevisiae- und P19-Zellanzuchten wurde eine
Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt. Hierfiir wurden eine 43- und eine
53%-ige [w/v] Saccharoselosung in H,O hergestellt. Drei ml 53% [w/v] Saccharoselosung
wurden in ein durchsichtiges Ultrazentrifugationsrohrchen (Beckman Coulter GmbH-
Diagnostics) gegossen und mit 6 ml 43% [w/v] Saccharoseldsung iiberschichtet. In TEDG-Puffer
(s. 2.6.4.) resuspendierte und auf ca. 2 ml verdiinnte (5-10 mg/ml) Gesamtmembranpridparationen
(s. 2.6.3. und 2.6.4.) wurden vorsichtig auf den Gradienten pipettiert und mit TEDG-Puffer
gegeneinander austariert. Wéhrend einer Zentrifugation im Ausschwingrotor (TST 41) bei
100.000xg und 4°C fiir 2 h bildeten sich verschiedene Phasen an der Grenze der beiden
Zuckerkonzentrationen sowie an der Grenze zum Puffer aus. An der Phasengrenze zwischen
Puffer und 43% [w/v] Saccharose sollten sich nun vorwiegend Mitochondrien, Golgi- und ER-
Bestandteile befinden, wihrend die Probe zwischen den beiden Zuckerkonzentrationen
iiberwiegend Plasmamembranen enthielt. Zur Reduktion von Kontaminationen zwischen den
Bestandteilen wurden die Proben mit einer Spritze vorsichtig abgezogen. Nach einer Verdiinnung
der zuckerhaltigen Proben mit mindestens 5 Volumen H)Og4er wurden diese erneut

ultrazentrifugiert (100.000xg, 4°C, 1 h), in TEDG-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.6.6. Proteinfillungen

Zur Fillung von Proteinen aus einer Losung gibt es verschiedene Methoden, die sich darin
unterscheiden, wie quantitativ das gesamte Protein gefdllt wird und wie effektiv das Prézipitat
anschlieBend wieder 16sbar ist. TCA- und Ethanol-Fallungen wurden eingesetzt, um stark
verdiinnte Proben fiir eine Analyse durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese zu konzentrieren oder
um Detergenzien zu entfernen, welche das Protein-Laufverhalten in der PAGE negativ

beeinflussen.

Eine Féllung durch Ammoniumsulfat wurde eingesetzt, um Idsliche Antikdrper im Zuge der
Antikdrperaufreinigung zu prazipitieren.
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2.6.6.1. TCA-Fillung

Eine Proteinprobe wurde mit 1 Volumen einer 50%igen [w/v] TCA-L6sung versetzt und 1 h auf
Eis oder 30 min bei -20°C inkubiert. AnschlieBend wurde das gefillte Protein fiir 5 min bei
10.000xg, 4°C sedimentiert und 1:1 in TCA-Resuspensions-Puffer (s. 2.6.2.):2 M Tris, pH 9,0

resuspendiert.

2.6.6.2. Ethanol-Fillung

Ein Volumen Probe wurde mit 3-9 Volumen eiskaltem EtOH,psou: Versetzt und 1-2 h bei -20°C
inkubiert. Nachdem die Probe 15 min bei 20.000xg und 4°C sedimentiert wurde, erfolgte ein
weiterer Waschschritt in 80% [v/v] EtOH. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 7CA-

Resuspensions-Puffer aufgenommen.

2.6.6.3. Ammoniumsulfat-Fillung

Zur Féllung von Proteinen aus Kulturiiberstinden monoklonaler Hybridzellen wurden 55 Teile
einer gesittigten Ammoniumsulfatldsung mit 45 Teilen Zelliiberstand {iber einen Zeitraum von 1
h bei 4°C gemischt. Der Ansatz wurde anschlieBend mindestens iiber Nacht bei 4°C unter Riihren
inkubiert. Die gefillten Proteine wurden fiir 20 min bei 10.000xg, 4°C zentrifugiert, das Prézipitat
anschlieend in 50-100 ml Dialysepuffer (100 mM Tris, pH 8,9) resuspendiert und {iber Nacht
gegen mindestens 2x 2 | Dialysepuffer bei 4°C dialysiert.

2.6.7. Deglykosylierung von ORS-Protein

Zur Uberpriifung des N-Glykosylierungsstatus eines Proteins kann eine Deglykosylierung mit
PNGase F (,,N-Glycosidase F, NEB) durchgefiihrt und anschlieBend das PNGase F-behandelte
Protein mit nicht behandeltem Protein verglichen werden. PNGase F ist eine Amidase aus
Flavobacterium meningosepticum, welche N-Glycan Ketten von Glykoproteinen hydrolysiert.
Die verwendeten Puffer sowie 10% [w/v] NP-40 werden zusammen mit dem Enzym von NEB

bereitgestellt.

Fiir die Durchfiihrung wurden 5, 10 oder 20 ug Gesamtmembranen aus S. cerevisiae- oder P19-
Zellen eingesetzt. Zuerst wurden die Membranen mit 10x Glycoprotein Denaturing Buffer
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versetzt und 20 min bei 37°C denaturiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1 pul G7 Reaction
Buffer, 1 pl 10% [w/v] NP-40 und 1 pl PNGase F versetzt, auf 10 pl mit H,0 aufgefiillt und 2 h
bei 37°C inkubiert. Ein Kontrollansatz mit allen Bestandteilen jedoch ohne Enzym wurde
ebenfalls angefertigt. Nun konnten die Proben tiber Western-Blot-Analyse miteinander verglichen
werden, da die Glykosylierung eines Proteins die Grofle und damit das Laufverhalten in der

PAGE verandert.

2.6.8. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung von mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturierten Proteinen durch
denaturierende PAGE erfolgte hauptsidchlich nach Lammli (Laemmli, U., 1970), in einzelnen
Féllen auch nach Schigger (Laemmli, U., 1970; Schiagger, H. und von Jagow, G., 1987). Fiir die
Polymerisierung und als Radikalstarter fiir die Quervernetzung des Acrylamids wurden
Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED) verwendet. Zur
besseren Auftrennung der Proteine wurden die Trenngele mit niederprozentigen Sammelgelen
tiberschichtet. Vor dem Gellauf wurden die Proteinproben mit 1/6-1/3 Volumen
6x Denaturierungspuffer versetzt und 20 min bei 37°C inkubiert. Gele wurden mit Silber (Blum,
H. et al., 1987) (s. 2.6.9.2.) oder Coomassie Brilliant Blue G-250 bzw. Serva Blau R-250
angeféarbt (Weber, K. und Osborn, M., 1969) (s. 2.6.9.1.).

Die Zusammensetzung der Gele und Laufpuffer wurde Standardprotokollen (s. 2.6.)entnommen.

6x Denaturierungspuffer:
0,35 M Tris/HCI, pH 6,8
0,35 M SDS

30% [v/v] Glyzerin

0,6 M DTT

0,175 mM Bromphenolblau
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2.6.9. Firbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen
2.6.9.1. Coomassie-Fiarbung, modifiziert (Weber, K. und Osborn, M., 1969)

Polyacrylamidgele wurden nach Beendigung der Elektrophorese fiir mindestens 30 min bei RT
unter leichtem Schiitteln in der Farbelosung (0,01% [w/v] Serva Blau G-250 bzw. Serva Blau
R-250, 40% [v/v] Methanol, 10% [v/v] Eisessig) inkubiert. Bei Benutzung von Coomassie
G-250-Férbelosung wurden die Gele zuvor in Fixierlosung (50% [v/v] Methanol, 12,5% [v/V]
Eisessig) fiir mindestens 15 min vorbehandelt. AnschlieBend wurde das Gel kurz mit HyOgest
gespiilt und dann in Entfarberlosung (10% [v/v] Methanol, 10% [v/v] Eisessig) inkubiert, bis eine
vollstindige Entfarbung des Hintergrundes erfolgt war. Nach der Entfiarbung wurden die Gele fiir
mindestens 1 h in 10% [v/v] Ethanol und 5% [v/v] Glyzerin inkubiert und anschlieend zwischen
zwei Zellophanblittern 2 Tage getrocknet. Die getrockneten Gele wurden zur Protokollierung
digitalisiert (Agfa Snapscan 600 Flachbett Scanner; Agfa Deutschland Vertriebsgesellschaft mbH
& Cie. KG, Ko6In) und bei RT aufbewahrt.

2.6.9.2. Silberfirbung, modifiziert (Blum, H. et al., 1987)

Zur Féarbung von Proteinen mit Silbernitrat wurde das Gel nach Beendigung der Elektrophorese
1-24 h bei RT in Fixierlosung (50% [v/v] Methanol, 12% [v/v] Eisessig, 0,037% [v/v]
Formaldehyd) leicht schiittelnd inkubiert. Um das Methanol fiir die weiteren Schritte zu
entfernen, wurde das Gel 3x fiir 5 min mit 50% [v/v] Ethanol gewaschen und 1 min in einer
2 mM Thiosulfatlosung inkubiert. Nach 3xigen Waschen mit HyOpigest flir jeweils 20 sek wurde
das Gel 20 min in einer Silbernitratlosung (24 mM AgNO3, 0,0555% [v/v] Formaldehyd)
imprégniert und anschlieBend mit H,O fiir jeweils 20 sek gewaschen. Die Proteine im Gel wurden
dann mit 1,13 M Na,COs, 0,08 mM Thiosulfat, 0,074% [v/v] Formaldehyd entwickelt. Zum
Stoppen der Farbereaktion wurde die Entwicklerlosung rasch durch 50 mM EDTA, pH 7-8

ersetzt. AnschlieBend erfolgte ebenfalls eine Trocknung und Archivierung der Gele.

2.6.10.  Densitometrische Analyse der Konzentrationen von Proteinen in

Polyacrylamidgelen und Western-Blot

Die Féarbungsintensitit von mit Coomassie gefarbten Proteinen aus Polyacrylamidgelen wurde fiir

densitometrische Analysen mit Hilfe des PC-Programmes Scion Image (Scion Corporation,
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Frederick, Maryland, USA; Release Beta 4.0.2) ausgewertet. Mit Western-Blots wurden zur
Bestimmung der Farbungsintensitidten ebenso verfahren. Die Verteilung der Farbungsintensitat
wurde anhand der Pixelauswertung graphisch ermittelt und die Peakfldchen durch Integration

berechnet.

2.6.11.  Western-Blot-Analyse

Zur immunologischen Analyse von Proteinen mit Antiseren wurden die Proteine nach dem
Tankblot-Verfahren bei 400 mA fiir 60 min auf eine Nitrocellulosemembran ProtranBA 8§83
(Schleicher & Schuell, Dassel) bzw. eine Westran®S PVDF-Membran (Schleicher & Schuell)
iibertragen. Als Transferpuffer, mit dem zusitzlich auch die Membran, das Gel und das
Filterpapier (Whatman, Maldstone, GB) angefeuchtet wurden, diente Towbinpuffer (25 mM Tris,
190 mM Glycin, 0,01% [w/v] SDS, 20% [v/v] Methanol, pH 8,2 — 8,4). Bei Verwendung einer
PVDF-Membran wurde diese vor dem Transfer 1 min in Methanol,,son: eingelegt, und der
Methanolgehalt im Towbinpuffer auf 10% [v/v] reduziert. Nach dem Transfer wurden
unspezifische Bindungsstellen durch eine Inkubation der Membran fiir 1 h bei RT in 0,2% [w/V]
I-Block™ (Perbio Science Deutschland GmbH)/1x TTBS abgesittigt. Die Zugabe des Antiserums
erfolgte ebenfalls in I-Block™ iiber Nacht bei 4°C. Nach 3xigem Waschen der Membranen mit
TTBS-Puffer fiir je 10 min wurde diese 1 h mit HRP-konjugiertem, Ziege anti Maus
ImmunoPure® Antikorper (Perbio Science Deutschland GmbH) inkubiert und dann erneut 3x 10
min mit 1x TTBS-Puffer gewaschen. Die Detektion von Proteinen erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem Western-Star™ chemiluminescent immunoblot detection kit (Perbio
Science Deutschland GmbH). Bei Durchfiihrung eines DOT-Blots wurden die zu untersuchenden
Proben direkt auf eine Nitrozellulose-Membran aufgetropft und gleich dem Western-Blot (nach

abgeschlossenem Transfer) behandelt.

Die Dokumentation der Fluoreszenz erfolgte durch Belichtung von Kodak X-OMAT-AR
Rontgenfilmen (Kodak Ag).

1x TTBS:

50 mM Tris, pH 8,0
150 mM NacCl

0,1% [v/v] Tween® 20
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2.6.12. Quantifizierung von Proteinmengen

Fiir die Quantifizierung eines Hisg-markierten Proteins wurde ein Vergleich im Western-Blot mit
Hiss markiertem Kontrollprotein Positope™ (Invitrogen) durchgefiihrt. Es wurde eine
Konzentrationsreihe von 10, 20, 40 und 100 ng des Kontrollproteins angefertigt und verschiedene
Mengen der Gesamtmembranen des Expressionsstammes w/ mit Auftragspuffer versetzt und eine
PAGE (2.6.8.) und Western-Blot-Analyse (2.6.11.) mit Hiss-Antikdrper (Molecular Probes,
Karlsruhe) durchgefiihrt. Der Blot wurde digitalisiert und mit Hilfe der Scion Image Software

(Scion Corporation, Release Beta 4.0.2) densitometrisch ausgewertet.

2.6.13.  Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitiit in S. cerevisiae

2.6.13.1. Qualitative Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitit von Hefestimmen auf

X-Gal-Indikatorplatten

Die B-Galaktosidase-Aktivitidt von Hefekolonien wurde zur Vorauswahl von Expressionsstimmen
mit Hilfe einer Uberschichtung mit X-Gal von auf YPD-Platten gewachsenen Hefeklonen

untersucht.

Zur Anfertigung des Uberschichtungsagars wurden 92 ml 0,5 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0
und 0,5 g niedrig schmelzende Agarose vermischt und auf 55°C erhitzt. Nach Zugabe von 2 ml
10% [w/v] SDS, 0,5 ml 20 mg/ml X-Gal, 5,5 ml N,N'-Dimethylformamid und 0,05 ml
B-Mercaptoethanol wurden die Kulturplatten mit diesem Gemisch vorsichtig liberschichtet und
fiir 2-3 Tage bei 30°C kultiviert. Die Stirke der f-Galaktosidase-Aktivitdt einer Kolonie zeigte
sich durch eine unterschiedlich ausgeprigte Blaufirbung der Kultur, verursacht durch die

enzymatische Spaltung von X-Gal durch die B-Galaktosidase.

2.6.13.2. Quantitative Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitit in S. cerevisiae

Die Anzucht der Produktionsstimme erfolgte in YP-Medium + 4% [w/v] Raffinose, und eine
Induktion des rekombinanten Gens wurde durch Zugabe von 2% [w/v] Galaktose bei einer ODggp
von 1,0 ausgelost. Nach einer Induktionszeit von 4 h wurden 10 ODgoy Einheiten der Zellen
geerntete und sedimentierte. Das Sediment wurde anschlieBend in 250 pl 100 mM Tris-Cl,

pH 8,0, 1 mM Dithiothreitol, 20% [v/v] Glyzerin resuspendiert und mit Glasperlen wie unter
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2.5.3. beschrieben aufgebrochen. Nach Zugabe von weiteren 250 pl Puffer wurde der Uberstand
abgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefdll {iberfiihrt und durch eine Zentrifugation bei
20.000xg, 15 min, 4°C von Zelltrimmern befreit. Der geklirte Extrakt konnte nun bei -20°C bis

zur Durchfithrung der Enzymbestimmung gelagert werden.

Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitidt wurden zuerst maximal 60 ul des Extraktes mit
540 pl Z-Puffer (60 mM Na,HPO42 H,O, 40 mM NaH,PO4+H,0, 10 mM KCIl, 1 mM
MgS04.7 H,0O, pH 7,0, vor Gebrauch: +35 ul B-Mercaptoethanol/10 ml Puffer) versetzt. Nach
Vorinkubation der Proben bei 28°C fiir 5 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 120 pl
o-nitrophenol-B-galactoside (ONPG; Stammldsung 4 mg/ml in Z-Puffer) initiiert und bei 28°C
inkubiert, bis die Probe leicht gelblich (OD4y 0,3-0,7) wurde. Die Reaktion wurde vor der
Bestimmung der optischen Dichte bei 420 nm durch Zugabe von 0,5 ml 1 M Na,CO; Losung
gestoppt. Nachdem alle Reaktionszeiten notiert und eine Proteinbestimmung der Proben mit dem
BCA-Kit (s. 2.6.1.) durchgefiihrt wurde, konnte die spezifische Aktivitit der B-Galaktosidase in

den Proben unter zu Hilfenahme folgender Formel bestimmt werden:

(OD4y0 x 1.7)/(0.0045 x Proteinkonzentration x Extrakt Volumen x Zeit),

wobei ODyy der optischen Dichte des Produktes, o-nitrophenol, entspricht. Der in die Gleichung
eingeflossene Faktor 1,7 korrigiert das Reaktionsvolumen. Der Faktor 0,0045 entspricht der
optischen Dichte von 1 nmol o-nitrophenol, die Proteinkonzentration wurde angegeben in mg/ml
und das Extraktvolumen wurde auf Milliliter bezogen. Die Zeit wurde in Minuten gerechnet. Die

resultierende spezifische Aktivitit wurde in nmol.min™'.mg™ Protein angegeben.

2.6.14. Proteinsequenz-Analysen

Zur Bestimmung der Sequenz eines gereinigten Proteins wurde entweder eine Losung verwendet,
oder die auf eine PVDF-Membran iibertragene Probe, die nach Anfarbung mit Coomassie R-250
aus der Membran ausgeschnitten wurde. In der Arbeitsgruppe von Prof. Lottspeich (MPI fiir
Biochemie, Martinsried) wurde eine N-terminale Edman-Sequenzierung durchgefiihrt. Durch
diese Methode kann die Abfolge der Aminoséuren durch den schrittweisen Abbau der jeweils

N-terminalen Aminosiure bestimmt werden.
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2.6.15.  Circulir Dichroismus (CD)-Spektroskopie

CD-Spektren wurden an einem Jasco J715 Spektropolarimeter (Jasco, Japan) mit Power Supply
PS-150J und Peltier-Element PFD-350S bei 4°C gemessen. Die verwendete Software war das
Windows Programm J-700. Die Probe wurde zuvor in 20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05%
Digitonin auf eine Konzentration von ~100 nM eingestellt. Die Messungen wurden in Quartz-
Kiivetten mit einer Schichtdicke von 0,1 cm durchgefiihrt. Spektren wurden im Bereich zwischen
195 und 250 nm mit einer Geschwindigkeit von 50 nm/min und einer Auflésung von 1,0 nm
aufgenommen. Vier Messungen wurden gemittelt, um das Signal/Rausch Verhiltnis zu

verbessern.

2.7. Expression und Aufreinigung von ORS

2.7.1. Expression von ORS in §. cerevisiae-Produktionsstimmen

Die Anzucht von Startkulturen der S. cerevisiae Stimme erfolgte in SCQura@leu
Selektivmedium. Bei einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgoonm) zwischen 4 und 5 wurden die
Zellen mit einer ODggonm von 0,25 in YP-Medium mit 2% [w/v] Dextrose oder YP-Medium mit
4% [w/v] Raffinose iiberfiihrt. Bei Gebrauch des YP-Mediums mit 2% [w/v] Raffinose erfolgte
eine Induktion durch Zugabe von 2% [w/v] Galaktose bei einer ODgyonm vonl,0. In YPD-Medium
angezogene Zellen wurden zur Induktion der Expression nach 48 h 3x mit kaltem H,O gewaschen

und in YP-Medium mit 2% [w/v] Galaktose tiberfiihrt. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 12 h.

2.7.2. Solubilisierung und Isolierung des heterolog synthetisierten ORS-Rezeptors

Glyzerin wurde wihrend der Aufreinigung, jedoch in nach und nach abnehmenden
Konzentrationen den Puffern zugesetzt, da es speziell bei Membranproteinen einen

stabilisierenden Effekt ausiibt.

2.7.2.1.  Vorbereitung von Gesamtmembranen fiir die Solubilisierung

Um vor der eigentlichen Reinigung von ORS aus Gesamtmembranen von S. cerevisiae (s. 2.6.3.)

eine teilweise Entfernung von Proteinen, die peripher an Membranen angelagert sind, zu

Seite 48



Material und Methoden

erreichen, wurden die Membranen zuerst in Hochsalz Puffer (50 mM Tris, pH 7,5, 600 mM NacCl,
1 mM B-Mercaptoethanol, 20% [v/v] Glyzerin) aufgenommen und fiir 1 h, 4°C bei 100.000xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment im gleichen Puffer resuspendiert.
Ein weiterer Reinigungseffekt wurde anfangs durch eine Présolubilisierung mit einem Detergenz
erzielt, welches zwar einen hohen Anteil von ~50% an Gesamtmembranproteinen aber < 10%
ORS aus der Membran 16st. Hierfiir wurde 1% [v/v] Lauryldimethylamin-N-oxid (LDAO) fiir 1 h
bei 4°C verwendet. Nach einer Zentrifugation (1 h bei 100.000xg und 4°C) wurde das Sediment
in Solubilisierungspuffer (50 mM Tris, pH 7,5, 400 mM NaCl, | mM B-Mercaptoethanol, 20%
[v/v] Glyzerin) aufgenommen. Im Falle einer Solubilisierung mit Zwittergent 3-16 (Calbiochem,
Darmstadt) wurde der oben beschriebene Puffer benutzt. Bei Verwendung von 1-Palmitoyl-2-
Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-Glycerol)] (LPG, Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL,
USA) wurde der gleiche Puffer ohne NaCl eingesetzt.

2.7.2.2.  Solubilisierung von ORS

Fiinfhundert mg der vorbereiteten Gesamtmembranen (s. 2.7.2.1.) in Solubilisierungspuffer
wurden mit 1 g Zwittergent 3-16 (Calbiochem) oder 0,5 bzw. 1 g LPG (Avanti Polar Lipids)
versetzt und in einem Gesamtvolumen von 50 ml fir 1 h geriihrt (Zwittergent 3-16: RT, LPG:
4°C). Nach anschlieBender Ultrazentrifugation (1h, 4°C, 100.000xg) wurde der Uberstand,

welcher die solubilisierten Proteine enthielt, fiir die nachfolgende Reinigung verwendet.

2.7.2.3. Regenerierung und Beladung von Ni-NTA-Agarose

Zur Regeneration und Beladung der Ni-NTA-Agarose (Qiagen) wurde die Matrix in eine Sdule
tiberfiihrt und vorerst mit 2 SV Regenerationspuffer (6 M Guanidiniumchlorid, 0,2 M Essigsdure)
gewaschen. Der Regenerationspuffer wurde anschlieBend durch Waschung der Sdule mit 5
Volumen H;Opigest entfernt und mit 3 Volumen 2% [w/v] SDS behandelt. In aufsteigenden
Konzentrationen wurde die Sdule nun mit je 1 Volumen 25, 50 und 75% [v/v] Ethanol
gewaschen, gefolgt von 5 Volumen 100% Ethanol. AnschlieBend wurde in absteigenden
Konzentrationen mit 1 Volumen 75, 50 und 25% [v/v] Ethanol gewaschen und abschlieBend
1 Volumen H;Opigest verwendet. Um die Sepharose vollstindig von zweiwertigen Ionen zu
befreien, folgte nun eine Behandlung mit 5 Volumen 100 mM EDTA, pH 8,0. Nach kurzem
Waschen mit H,O konnte die Sepharose wieder mit 5 Volumen 100 mM NiSO,4 beladen werden.
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AbschlieBend wurde die Sepharose mit 2 Volumen H,O und 2 Volumen Regenerationspuffer

gewaschen und in 20% [v/v] Ethanol bei 4°C gelagert.

2.7.2.4. Ni-NTA-Chromatographie

Fiir den ersten Reinigungsschritt wurde das am C-Terminus mit Hisg markierte Protein an eine
Ni-NTA-Matrix gebunden. Dazu wurde 1 ml der Ni-NTA-Agarose pro 25 ml 16slicher Anteil aus
der LPG-Solubilisierung verwendet. Nach Zugabe von 15 mM Imidazol (Endkonzentration;
Merck, Darmstadt) erfolgte eine Inkubation bei 4°C fiir 2 h. Da anfangs zur Optimierung der
Reinigung auch Zwittergent 3-16 fiir die Solubilisierung eingesetzt wurde, dieses jedoch bei
niedrigen Temperaturen ausfillt, erfolgte ein Teil der Solubilisierungen und Ni-NTA-
Chromatographieschritte bei RT. Nach der Inkubation wurde die Ni-NTA-Agarose in eine Sdule
tiberfithrt und die Proteine chromatographisch getrennt. Die verwendete Flussrate betrug 0,5
ml/min, drei aufeinanderfolgende Waschschritte (je 15 SV) wurden in Anwesenheit von 50 mM
Imidazol durchgefiihrt. Die Elution erfolgte durch einen Imidazolgradienten iiber 10 SV bis zu

einer Endkonzentration von 500 mM Imidazol.

Waschpuffer I: Waschpuffer II:

50 mM Tris, pH 7,5 50 mM Tris, pH 7,5
600 mM NaCl 150 mM NacCl

30% [v/v] Glyzerin 5% [v/v] Glyzerin
50 mM Imidazol 50 mM Imidazol
Waschpufferlll: Elutionspuffer:

50 mM Tris, pH 7,5 50 mM Tris, pH 7,5
150 mM NacCl 150 mM NacCl

50 mM Imidazol 250 mM Imidazol

Allen Puffern wurde 0,05% [w/v] DDM zugesetzt.

Relevante Fraktionen wurden anschlieBend mittels Western-Blot analysiert oder in dem nichsten
Reinigungsschritt, der ORS5-Affinitits- bzw. lonenaustauscherchromatographie (s. 2.7.2.5. und
2.7.2.6.), eingesetzt.
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2.7.2.5. Kationenaustauscherchromatographie

Da der OR5-Rezeptor einen statistisch ermittelten pl von 8,29 hat, wurde ein Kationentauscher
gewdhlt. Als Tragermaterial wurde eine MonoS-Saule von der Firma Amersham Biosciences mit
einem SV von 1 ml verwendet. Untersucht wurde das Bindungs- und Elutionsprofil bei den pH-
Werten 6,7 und 7,3. Als Puffersystem wurde Natriumphosphatpuffer gewidhlt. Die Elution
erfolgte mit 600 mM NaCl bei einer Flufirate von 0,5 ml/min. Es wurden 0,5 ml

Elutionsfraktionen gesammelt.

Im Anschlu3 erfolgte die Analyse der Elutionsfraktionen mittels Immunoblot.

Natriumphosphat-Puffer: Elutionspuffer:

50 mM Natriumphosphat 50 mM Natriumphosphat
pH 6,7 bzw. 7,3 pH 6,7 bzw. 7,3

0,05% [w/v] DDM 600 mM NacCl

0,05% [w/v] DDM

2.7.2.6. Affinititschromatographie mit ORS-Antikérpern

Unter Verwendung des eigens hergestellten Antikorpers gegen den C-Terminus des OR5-Proteins
war ein Reinigungsschritt iber die ORS5-Antikorper/-Antigen Bindung moglich. Die Herstellung
der Chromatographie-Matrix unter Verwendung von Protein A Sepharose ist in Kapitel 2.5.3.

beschrieben.

Nach Aquilibrierung von 2-5 ml der Antikorper-Sepharose und Konzentrierung des Eluates aus
der Ni-NTA-Chromatographie auf ca. das 2-fache Volumen des Matrixvolumens erfolgte eine
Inkubation im ,,.Batch“-Verfahren fiir 2 h oder liber Nacht bei 4°C. Die Sepharose wurde
anschlieend in eine Econo-Column® Chromatographiesdule (BioRad) gefiillt und mit 20 SV
Waschpuffer gewaschen. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgte mit 10 SV Niedrig-pH-
Puffer. Das Eluat musste sofort durch Zugabe von 100 pl Tris, pH 9,0/ml neutralisiert werden, um
eine Denaturierung des Proteins zu verhindern. Der pH-Wert wurde mit einer pH-MeBelektrode
iiberpriift. Die Analyse der Elutionsfraktion erfolgte ebenfalls mit Hilfe von Immunoblot unter
Verwendung von ORS5-Antikorpern. Nachdem das Eluat anschlieBend auf 50 pl eingeengt wurde,

konnte es in der Gelfiltration eingesetzt werden.
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Waschpuffer: Elutionspuffer:

50 mM Tris, pH 7,5 0,2 M Glyzin

150 mM NacCl 150 mM NacCl
pH 2,8

Den Puffern wurde jeweils 0,05% [w/v] DDM oder [w/v] 0,1% Digitonin zugesetzt.

2.7.2.7. Gelfiltration

Die Gelfiltration stellt eine Ausschlulchromatographie dar, in welcher Proteine nach ihrem
apparenten Molekulargewicht getrennt werden. Das verwendete Sdulenmaterial Superdex-200 mit
einem SV von 2,4 ml wurde von Pharmacia Biotech bezogen. Alle verwendeten Proben wurden
zuvor in einer Airfuge (Beckman Coulter GmbH-Diagnostics) von Prizipitaten befreit. Die
Flussrate wihrend der Auftrennung betrug 40 pl/min. Die aufgetragene Probe hatte ein Volumen
von 40 pl, was < 2% des SV entspricht. Es wurden 80 pl-Fraktionen gesammelt und anschlieBend
fiir die Analyse iiber PAGE und Western-Blot vorbereitet oder fiir nachfolgende Messungen

verwendet.

Aquilibrierungs-/Laufpuffer:

20 mM Tris, pH 7,5

150 mM NacCl

0,05% [w/v] DDM oder 0,1% [w/v] Digitonin

2.8. Messung der Tryptophanfluoreszenz: Bestimmung der Funktionalitiit

des isolierten ORS-Rezeptors

Die Funktionalitit eines Proteins wurde mit Hilfe der Protein-eigenen Tryptophanfluoreszenz
untersucht. Fiir die Messung der Tryptophanfluoreszenz wurden gereinigter ORS5-Rezeptor
(2.6.17.) und ,,Lysmeral“=Lilial (R. C. Treatt, Suffolk, UK) bzw. Octanal (Sigma-Aldrich) als
Liganden verwendet, wobei Octanal als Negativkontrolle diente. Die Messung wurde an einem
F-2000 Fluorescence Spectrophotometer von Hitachi (Tokyo, Japan) in 4 ml Quarz Kiivetten und
mit einem Reaktionsvolumen von 3 ml durchgefiihrt. Die vorher konzentrierte Proteinprobe

wurde in einer Endkonzentration von 33 pg/ml im Reaktionspuffer (20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM
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NaCl, 0,05% Digitonin) eingesetzt. Alle Proben waren mit 0,02% [w/v] Digitonin versetzt. Die
Anregung des Proteins erfolgte bei 280 nm, die Messung der Emission bei 328 nm. Die Zugabe
des Liganden erfolgte aus einer 10 oder 100 mM Stocklésung in DMSO, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Endkonzentration des DMSO im Messansatz geringer als 1% [v/v] war.
Messungen wurden mit folgenden Ligandenkonzentrationen durchgefiihrt: 0, 10, 100, 200, 400,
600, 800 und 1.000 uM. Zuvor 1 h bei 37°C in 0,4% [w/v] SDS denaturierter Rezeptor wurde

ebenfalls vermessen und diente als ,,inaktive* Kontrolle.

2.9. Kristallisation

Fiir die Kristallisation von gereinigtem ORS5-Rezeptor wurde eine Proteinldsung von 5-7 mg/ml in
20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05% Digitonin eingesetzt. Ein pl der Proteinlésung wurde
mit 1 pl der einzelnen Pufferbedingungen aus dem Crystal Screen Basic von Sigma-Aldrich als
hingender Tropfen auf ein 22 mm silikonisiertes Glaspldttchen (Hampton Research, Aliso Viejo,
CA, USA) pipettiert (Q-Platten, 24 Behélter) und iiber der Reservoir-Flissigkeit bei 18°C
gelagert. Zusitzlich wurde der Additive Screen™ von Hampton Research nach Herstellerangaben
verwendet. Das Kristallwachstum wurde mikroskopisch verfolgt und mit einer Olympus
Digitalkamera dokumentiert. Entstandene Kristalle wurden mittels Rontgenstrukturanalyse auf

ihre Diffraktions-Fahigkeit untersucht.

2.10. Ca’’-Imaging

Die Funktionalitdt des in P19-Zellen exprimierten Geruchsrezeptors ORS wurde in vivo durch das
sogennante ,,Calcium Imaging® mit einem Ca’'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff untersucht.
Dadurch kann der Ca*-Ionen-FluB bzw. die -Verteilung in einer Zelle sichtbar gemacht werden.
Verwendet wurde die zellpermeable Acetoxymethylester-Form des Farbstoffes Fluo-4 (Molecular
Probes) in einer Enkonzentration von 1 uM in Ringers-Losung (140 mM NaCl, 5,6 mM KClI,
2mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 2 mM Na-Pyruvat, 9,4 mM Glukose, 1,25 mM KH,PO,4, 5 mM
Hepes, pH 7,4). Zur Erhohung der Loslichkeit des Farbstoffes wurde ein Aliquot einer 1 mM
Fluo-4 Stocklosung mit dem gleichen Volumen 20% Pluronic F-127 (Molecular Probes) in
DMSO gemischt und anschlieend in Ringers-Losung auf 1 pM Fluo-4 und 0,02% Pluronic F-
127 verdiinnt und fiir die Beladung der Zellen verwendet. Zusitzlich wurde die Losung mit

0,2 mM Probenezid (Sigma-Aldrich), einem organischen Anionen-Transport Inhibitor, versetzt,
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um ein Ausstromen der de-esterifizierten Form des Farbstoffes zu verringern. Die Aufnahme von
Fluo-4 in die P19-Zellen erfolgte wihrend einer 15 min Inkubation bei RT. Die Zellen wurden
anschlieBend mit Ringers-Losung/Probenezid gewaschen, um lose assoziierten Farbstoff zu
entfernen und weitere 30 min bei RT inkubiert, um eine vollstindige Deesterifizierung des
Farbstoffes in der Zelle zu gewihrleisten. Vor Zugabe von 10 uM (Endkonzentration) des
Liganden und nach Zugabe (1, 5, 15, 30, 45 und 60 sek) wurde die durch Anregung fiir 0,3336
Sekunden bei 488 nm induzierte Fluoreszenzidnderung bei >515 nm an einem Zeiss Axiovert 100
Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) verfolgt. Zur Anregung wurde eine 100 W Quecksilberdampf-
Lampe und zur Signalerfassung eine Digital Kamera (Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH,
Herrsching am Ammersee) sowie die Software Simple PCI (Compix Inc., Cranberry Township,

USA) verwendet.

2.11. Chemikalien, Enzyme und Gase

Chemikalien wurden wenn nicht anders angegeben von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich
bezogen und hatten die Qualitétsstufe ,,zur Analyse®.

Enzyme fiir die Molekularbiologie stammten von New England Biolabs.

Standardproteine fiir die Polyacrylamidgelelektrophoresen wurden von Invitrogen und Pharmacia
Biotech AB bezogen.

Acrylamid/ Bisacrylamid stammte von National Diagnostics (Hessle Hull, England).

Alle verwendeten Detergenzien konnten von Sigma-Aldrich, Calbiochem, Biochemika (Seelze),
Biomol (Plymouth Meeting, PA, USA) oder Anatrace (Maumee, OH, USA) oder im Falle des
LPG von Avanti Polar Lipids bezogen werden.

Proteaseinhibitoren wurden zum GroBteil von der Roche Diagnostics GmbH bezogen.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden in der Arbeitsgruppe Oesterhelt oder von Metabion
(Martinsried) synthetisiert.

Gase stammten von der Westfalen AG (Miinster).
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3. Experimente und Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden eukaryotische Zellsysteme fiir die funktionelle Expression des
Geruchsrezeptors ORS aus Rattus norvegicus sowie eine Reinigungsstrategie des Proteins mit

anschlieBender Charakterisierung etabliert.

Die Anspriiche an ein Expressionssystem fiir die quantitative Isolierung eines Proteins
unterscheiden sich mafigeblich von denen an ein Zellsystem fiir funktionelle Untersuchungen. Der
entscheidende Parameter einer Protein-Isolierung ist der Expressionsgrad des Zielproteins,
Faltung und Funktionalitit sollten aber auch in dieser Fragestellung gegeben sein. Alternativ
konnen Proteine aus Primdrgewebe isoliert werden. Diese Variante stellt jedoch nur selten eine
Alternative dar: neben einem hiufig sehr niedrigen Expressionsgrad ruft die Beteiligung von
Primirgewebe nicht nur logistische, sondern in vielen Fillen auch ethische Probleme hervor.
AuBerdem konnen mit heterologen Expressionssystemen deutlich hohere Expressionsraten
erreicht werden als mit homologen Systemen, es resultieren jedoch geringere Ausbeuten im
Vergleich zur heterologen Expression cytosolischer Proteine (Grisshammer, R. und Tate, C. G.,
1995; Gimelbrant, A. A. et al, 1999). Bei der Entscheidung fiir ein heterologes
Expressionssystem muss allerdings auch beriicksichtigt werden, dass sich die Proteinsynthese
prokaryotischer und eukaryotischer Zellen malBgeblich unterscheidet, wodurch der sinnvolle

Gebrauch eines kompatiblen Systems entscheidend fiir die Proteinqualitit ist.

Eine funktionelle Analyse ist auch mit niedrigen Expressionsniveaus moglich, die Komponenten
der endogenen Signalweiterleitung miissen jedoch vollstindig vorhanden sein-ein Aspekt, der fiir
quantitative Isolierungen eine untergeordnete Rolle spielt. Um die Funktionalitit einer
rekombinanten Proteinspezies an ihrem Wirkungsort zu ermoglichen, muss ein
Expressionssystem gewéhlt werden, in dem zunidchst eine korrekte Translokation der
Zielproteinspezies erfolgt. Untersuchungen zur Rezeptor-Induzierbarkeit zeigen im Anschluf3, ob
ein Zusammenwirken der zelluliren Komponenten und der rekombinanten Proteinmolekiile

erfolgt.

Die Bearbeitung der sehr unterschiedlichen Problemstellungen erforderte die Etablierung
verschiedener zelluldrer Expressionssysteme. Fiir die funktionelle Charakterisierung des
rekombinanten Rezeptors in vivo wurde die Sdugetierzelllinie P19 eingefiihrt. Sie stellt eine

Alternative zu Priméirzellen dar und besitzt zusidtzlich das Potential zur neuronalen
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Differenzierung - ein Aspekt, der unter Beriicksichtigung der nativen Umgebung olfaktorischer

Rezeptoren von Vorteil sein kann.

Die Arbeit an dieser Zelllinie begann mit einer eingehenden Untersuchung der P19-Zellen in
Bezug auf Marker-Gene bzw. -Proteine, welche an der olfaktorischen Signalweiterleitung
beteiligt sind. Die Methoden zur Analyse einzelner Signalkomponenten waren qualitative PCR,
Immunmarkierung und quantitative Echtzeit-PCR. Zusétzlich wurden Expressions-Studien des
Geruchsrezeptors ORS5 in dieser Zelllinie durchgefiihrt. AbschlieBend wurde der funktionelle
Nachweis des Rezeptors sowie seine Kopplung an cAMP-vermittelte Signaltransduktionsprozesse

in vivo durch ,,Calcium Imaging“-Experimente gezeigt.

Fiir die Isolierung des Geruchsrezeptor-Proteins sollte ein Expressionssystem verwendet werden,
welches eine Proteinsynthese in groBerem Malflstab und in nativer Konformation erlaubt.
Escherichia coli wird hiufig zur Uberexpression verwendet. Membranproteine liegen in diesem
System jedoch in der Regel denaturiert in Form von EinschluBkorpern vor.
Hefeexpressionssysteme weisen gegeniiber prokaryotischen Zellsystemen verschiedene Vorteile
fiir die Expression von Sdugetier-Proteinen auf: sie stellen eine kostengiinstige Alternative zur
Séugerzellkultur dar, die neben genetischer Flexibilitdt und einfacher Handhabung im Gegensatz
zu E. coli einige posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Glykosylierungen oder
Acetylierungen, gewihrleisten. Obwohl sich die Physiologie, die Membranzusammensetzung und
auch die Arten der Modifikationen von denen der Sdugetierzellen unterscheiden, konnten in der
Vergangenheit diverse GPCRs in Hefe exprimiert werden (Arkinstall, S. ez al., 1995; Sudbery, P.,
1996; Pausch, M. H., 1997). Zusitzlich konnen z. B. mit Saccharomyces cerevisae hohe

Zelldichten und Expressionsniveaus erreicht werden.

Die heterologe Expression von Membranproteinen kann jedoch auch in eukaryotischen Systemen
manchmal aufgrund der notwendigen Proteinfaltung und -Translokation unter Beteiligung des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und des Golgi-Apparates zu einer Uberlastung der zelluliren
Translokationsmaschinerie fiihren. Eine dadurch verursachte, erhdhte Fehlfaltung der heterologen
Proteine ist die Folge. Dieser unerwiinschte Effekt ldsst sich durch eine Reduktion der
Expression, die Verwendung eines potenteren Expressionssystems oder die Zugabe von z. B.
Chaperonen oder Transkriptionsfaktoren, verringern. Es ist demnach offensichtlich, dass
Expressionssysteme, welche es erlauben, den Faltungsstatus eines rekombinanten Proteins zu

kontrollieren, zu einer optimalen Proteinsynthese fithren kénnen.

Einen LoOsungsansatz hierfiir bietet das ,unfolded protein response* (UPR)-kontrollierte

Hefeexpressionssystem (Griffith, D. A. et al., 2003). Es ist bekannt, dass durch den UPR-
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Mechanismus fehlgefaltetes Proteins im ER detektiert wird, wodurch letztendlich die
Transkription diverser Gene, z. B. Chaperon-Gene, reguliert wird. In dem verwendeten System
wird durch Integration eines UPR-Element-gekoppelten LacZ-Gens eine im ER ausgeloste UPR
durch die auftretende B-Galaktosidase-Aktivitdt dargestellt. Mit Hilfe dieses Systems konnen
demnach Stidmme selektiert werden, die die Produktion eines Rezeptorproteins unter geringer
Beteiligung der UPR aufweisen und so einen hohen Anteil des Proteins im nativen Zustand

produzieren (Abb. 15/16).

Nach Optimierung der Geruchsrezeptorexpression in dem Hefestamm S. cerevisiae erfolgte die
Isolierung des Rezeptors mit dem Ziel der funktionellen und strukturellen Charakterisierung in
vitro. Es wurden verschiedene Proteinreinigungs-Strategien verfolgt, so dass letztendlich ein
optimiertes Protokoll zur Isolierung des Geruchsrezeptors etabliert und im weiteren Verlauf der

Arbeit verwendet werden konnte.

In diesem Zusammenhang sind auch die Generierung ORS5-spezifischer, monoklonaler Antikorper
sowie deren Verwendung bei den angewandten Detektions- und Chromatographiemethoden zu
erwihnen. Verglichen zu polyklonalen Antikérpern und herkdémmlichen Protein-,,Tags* bietet ein
monoklonaler Antikorper eine weit hohere Affinitdt und Spezifitdt, wodurch eine Methoden-
Optimierung, z. B. der Aufreinigung, ermoglicht wird. Da die Lokalisation eines heterologen
Proteins einen Hinweis auf seinen Faltungszustand gibt, konnen OR5-Antikorper auch fiir diese
Fragestellung effektiv eingesetzt werden. Bei Herstellung eines Antikorpers gegen den
C-Terminus eines Proteins kann auBlerdem die vollstindige Translation des rekombinanten
Proteins nachgewiesen werden. Basierend auf ORS-Antigenititsanalysen erwies sich der
C-Terminus als potentiell immunogen, weshalb dieser als Antigen zur Herstellung monoklonaler

Antikdrper verwendet wurde.

Das fiir die Geruchsrezeptorexpression verwendete Zielgen umfasst den gesamten kodierenden
Bereich von ORS5 aus Rattus norvegicus. Bei dem Genprodukt handelt es sich um ein stark
hydrophobes Transmembranprotein, welches in anderen Zellsystemen nicht oder nur zum Teil zur
Plasmamembran transportiert wird (McClintock, T. S. et al., 1997; Krautwurst, D. ef al., 1998).
Die folgenden Untersuchungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob die P19- und S. cerevisiae-
Zellsysteme fiir eine funktionelle Expression des G-Protein-gekoppelten Rezeptors tatsdchlich
geeignet sind, und somit weitere Analysen ermoglichen konnen, um funktionelle und strukturelle

Aspekte eines Geruchsrezeptorproteins zu kléren.
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3.1. Expression des Geruchsrezeptors ORS

3.1.1. Expression von ORS in der Siaugetier-Zelllinie P19

Fiir die Expression des Geruchsrezeptors OR5 aus Rattus norvegicus in Sdugerzellsystemen
wurde zu Beginn der Arbeit die cDNA des Rezeptors in verschiedene Vektoren kloniert (s. 2.1.),
welche ausschlieflich den Cytomegali Virus (CMV)-Promotor zur Initialisierung der
Transkription enthielten. Es wird im Folgenden nur die Klonierung und Verwendung des Vektors
c¢DNA3.1CT-TOPO-GFP  beschricben, da die Verwendung anderer konstitutiver
Expressionsvektoren (z.B. pDisplay, pCMVmycER und pcDNA3.I1) aufgrund der geringen

Expressionsniveaus zu keinen zusitzlichen, aussagekréftigen Ergebnissen fiihrte.

Die Klonierung von OR5 in den Vektor ¢DNA3.1CT-TOPO-GFP (=pEG2) erfolgte iiber die
TOPO-Isomerase-vermittelte Insertion eines OR5-PCR-Produktes mit 3’-liberhdngenden
Adeninen (Abb. 6). Die in der PCR verwendeten Oligonukleotide konnen der Tabelle 5

entnommen werden.

Cmv/ l Ligation

pcDNA3. 1/ =
CT- GFP -TOPO® GF] feo
TOPO-
Klonierungsstelle

BGH pA
SV40 ori
pUC ori

F1I ori

I
N
1)
M

HApT -

W—EWH -

ORS5
Stop Kodon

Abb. 6: Klonierung von ORS5 in pcDNA3.1CT-TOPO-GFP. Die Klonierung von OR5 erfolgte durch eine TOPO-
Isomerase-vermittelte Ligation in die multiple Klonierungsstelle des linearisierten TOPO-Vektors. Am C-Terminus
des Geruchsrezeptors blieb das natiirliche Stopkodon von ORS5 erhalten, um die Produktion eines ORS5-GFP-
Fusionsproteins zu unterbinden. Das fiir weitere Untersuchungen isolierte Kostrukt wurde pEG2 genannt.

Zuséatzlich wurde ein Expressionssystem eingesetzt (Lundstrom K, M. A., Buell G, Allet E,
Adami N, Liljestrom P, 1994) (s. Abb. 10), welches auf dem Semliki Forest Virus (SFV) basiert
und bereits erfolgreich fiir die Expression von GPCRs (Lundstrom K, M. A., Buell G, Allet E,
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Adami N, Liljestrom P, 1994; Lundstrom K, M. A., Allet E, Ceszkowski K, Agudo G, Chollet A,
Liljestrom P, 1995; Hoffmann, M. et al., 2001; Lundstrom, K., 2003; Sen, S. ef al., 2003) und
speziell auch von Geruchsrezeptoren eingesetzt wurde (Monastyrskaia, K. et al., 1999;
Lundstrom, K., 2003). Der SFV ist ein alpha-Virus aus der Familie der Togaviren und eines der
bestuntersuchtesten viralen Systeme fiir die heterologe Genexpression in hoheren Saugerzellen.
Es war zu erwarten, dass aufgrund des viralen Promotors Sp6 und hoher Infektionsraten eine
starkere Expression erzielt wird, jedoch keine stabile Zelllinie konstruiert werden kann
(Lundstrom K, M. A., Buell G, Allet E, Adami N, Liljestrom P, 1994; Lundstrom K, M. A., Allet
E, Ceszkowski K, Agudo G, Chollet A, Liljestrom P, 1999; Lundstrom, K., 2003).

Es wurden zwei SFV-Expressionsvektoren verwendet, pSFV2 und pSFVICap, wobei pSFVI1Cap
lediglich eine zusitzliche Sequenz eines strukturellen Polyproteins des Virus (Cap) zwischen dem
mp4 Gen und der multiplen Klonierungsstelle des Vektors enthdlt. Es ist bekannt, dass das
Einfligen dieser Sequenz die Proteinsyntheserate heterolog produzierter Proteine erhoht (Sjoberg,

E. M. et al., 1994).

Das ebenfalls durch PCR hergestellte Konstrukt fiir die Klonierung in die SFV-Vektoren SFV2
und SFVICap enthielt N-terminal der Rezeptorsequenz eine Kozaksequenz, BamHI/Scal-
Schnittstellen, einen kurzen Linker, eine Hiss-Sequenz sowie eine Faktor Xa-

Restriktionsschnittstelle (s. Abb. 7).

pEG2

peonas./ | — R — DR

CT- GFP -TOPO®

BamH]1
BamH]1

Restrikh
Hisy/ é

Xa
Ligation
BamHl  BamHI
SE6 virale Strukturgene J
PSFV nsPl | nsP2 | nsP3| nsP4 HApR--
1kB
l BamH]1
SP6
DSFPT nsPI | nsP2__| nsP3 | nsP4_HJORS—HADR

Abb. 7: Klonierung von ORS in den viralen Vektor pSFV1. Die Klonierung von ORS erfolgte tiber Ligation in die
BamHI-Schnittstelle der multiplen Klonierungsstelle des Vektors.
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Die Kozaksequenz, ein optimierter Transkriptionsstart in Vertebraten (Kozak, M., 1987), sollte
die Transkription vor der Histidin-Abfolge gewéhrleisten, und damit die Produktion von
unmarkiertem Rezeptor verhindern. Das PCR-Fragment wurde {iber eine TOPO-Klonierung in
den Vektor ¢cDNA3.1CT-TOPO-GFP eingefihrt (pEGI, s. 2.1.). Durch Restriktion wurde das
Zielfragment aus dem Vektor isoliert und iiber die Restriktions-Schnittstellen in die viralen
Vektoren umkloniert. Die korrekte Insertion und Sequenz wurde jeweils mittels Sequenzierung

iiberpriift.

Die erhaltenen Konstrukte OR5-pSFV2 # 8 und OR5-pSFVICap # 6 (s. 2.1.) wurden im Anschlufl

zur Infektion der murinen P19-Zelllinie eingesetzt.

3.1.1.1.  Expression von ORS5 unter Verwendung konstitutiver Vektoren

In einem initialen Experiment wurde {berpriift, ob unter Verwendung des konstitutiven
Expressionsvektors pcDNA3.1CT-TOPO-GFP das ORS5-Rezeptorgen in P19-Zellen exprimiert
wird. Dazu wurden die Plasmide pEG2 oder pEGI iiber eine Metafectene-vermittelte
Transformation (s. 2.3.5.1.) in die P19-Zellen eingebracht. Im Folgenden werden sowohl
Western- (s. 2.6.11.) und Northern-Blot-Analysen (s. 2.4.6.) als auch Immunfluoreszenz-
Untersuchungen (s. 2.5.5.) zum Nachweis der Rezeptor-cDNA bzw. des Proteins beschrieben.
Das ,,Tag“-freie Konstrukt pEG2 wurde flir die Northern-Blot-Analysen eingesetzt, wihrend ein
Nachweis von ORS5-Protein mit Hiss-Antikorper nach Transformation mit pEGI/ im Western-

Blot-Verfahren erfolgte.

3.1.1.1.a. Nachweis von OR5 auf Transkriptionsebene

Eine besonders sensitive Methode zum Nachweis spezifischer RNA ist die radioaktive
Markierung der Ribonukleinsduren. In Kombination mit der Methode der Northern-
Hybridisierung ist dadurch der Nachweis schon geringer Mengen einer bestimmten RNA-Spezies

moglich.

Zur Durchfithrung von Northern-Blots (Abb. 8) wurde RNA verschiedener Zeitpunkte nach
Transfektion der P19-Zellen mit pEG2 verwendet. Da diese Art der Transfektion generell in einer
stabilen Expression resultiert, konnten im Gegensatz zu den meisten viralen Infektionen auch
lange Transfektionszeiten untersucht werden. Als Kontrolle diente eine auf T7-Polymerase-

basierte in vitro Transkription des pEG2-Plasmides. Diese sollte zum Vergleich der
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Laufeigenschaften des Transkriptes herangezogen werden. ORJ5-freie P19-RNA wurde als
Negativ-Kontrolle verwendet. Anhand dieser Proben konnte gezeigt werden, dass die
Verwendung einer P**-markierten OR5-Sonde zu einer spezifischen Markierung von RNA in der
Northern-Hybridisierung fiihrte. In der in vitro Transkription (Spur 1) wurden neben einer
unspezifischen Markierung der gesamten Spur zwei RNA-Fragmente markiert, welche im
Bereich von ~1.250 und ~1.800 bp im Gel aufgetrennt wurden. Bei dem kleineren Fragment
handelte es sich vermutlich um ein ORS5-Transkript, wobei geringfligige Abweichungen eventuell
auf eine Verdnderung des Laufverhaltens durch Sekundirstrukturen oder ein unvollstindige
Denaturierung der RNA zuriickzufithren sind. Das Fragment der Grofe 1.800 bp ldsst sich
eventuell auf ein ORS5/GFP-Transkript des Expressionsvektors pEG2 zurlickfiihren, da beide
Gene theoretisch zusammen eine Gréfle von 1.864 bp aufweisen. Das markierte Transkript aus
PpEG?2 transformierten P19-Zellen entsprach jedoch nicht der kalkulierten Grofle eines mRNA-
ORS5-Transkriptes von 945 bp (Spuren 3-8): die im Northern-Blot ermittelte FragmentgroB3e der
P*2-markierten RNA betrug <500 bp. Ursache hierfiir war eventuell das Auftreten einer instabilen
oder unvollstindigen OR5-mRNA. Auch in Wiederholungen bestitigten sich die geringere

Transkriptionsgrofle und der zeitliche Verlauf der Expression.

1 2345678
[kbp]

Abb 8: Northern-Hybridisierung mit einer ORS5-
6 — spezifischen P*>-markierten Sonde. Jeweils 5 pg RNA

4 — * . von P19-Zellen und pEG2-transfizierten P19-Zellen

verschiedener Transfektionszeiten sowie 250 ng einer

3— PpEG2-in vitro-Transkription wurden in einer Northern-
2 — Hybridisierung auf das Vorkommen von OR5-RNA
1,5 — Uberpriift. Spur 1: in vitro Transkription pEG2; Spur 2:
1 — RNA P19-Zellen; Spur 3: RNA pEG? transfizierter P19-
0,5 — Zellen zum Zeitpunkt Oh; Spur 4-8: RNA pEG2
5 . % transfizierter P19-Zellen zu den Zeitpunkten 12, 24, 40, 48
und 70 h in aufsteigender Reihenfolge. #, 26S rRNA: *,
potentielles, verkiirztes ORS5-Transkript.
3.1.1.1.b. Nachweis von ORS auf Translationsebene: Western-Blot und Immunfluoreszenz-

Markierung

In Western-Blot-Analysen wurde zunichst kein ORS5-Protein detektiert (Daten nicht gezeigt);

vermutlich weil die OR5-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag. Deshalb wurde der

Seite 61



Ergebnisse

Nachweis des Rezeptors auf Proteinebene durch Immunfluoreszenzmarkierungen gefiihrt. Es
wurden ORS-spezifische Signale in transfizierten Zellen generiert, in Anbetracht hoher
Belichtungszeiten von bis zu 1 min handelte es sich jedoch vermutlich um eine sehr schwache
Produktion des Rezeptors. Dennoch wurde die Spezifitit der Markierung durch Kontrollen mit

untransformierten P19-Zellen belegt.

Zusitzlich konnte nicht ausgeschlossen werden, dass ein unvollstindig translatiertes Produkt
entstanden war, da es - basierend auf den Ergebnissen aus den Northern-Blot-Experimenten -
vermutlich zu einer unvollstdndigen Transkription des Gens gekommen war. Die Integritit des
Proteins im C-terminalen Bereich war nicht gesichert, da es iiber eine Histindinabfolge am
N-Terminus nachgewiesen wurde. Ein weiteres Problem war die geringe Transfektionseffizienz
von i. d. R. 3-5% des verwendeten Lipid-basierten Transfektionssystems. Deshalb wurde die
Verwendung der nicht-viralen Konstrukte zur Durchfithrung von ORS5-Expressions- und

Funktionsstudien an P19-Zellen eingestellt.

3.1.1.2. Expression von OR5 unter Verwendung des Semliki Forest Virus-

Expressionssystems

Aufgrund dieser Resultate wurde im Folgenden ein virales Infektionssytem verwendet. Hierflir
wurde das OR5-Gen in die Semliki Forest Virus Vektoren pSFV2 und pSFVICap integriert und
fiir die Infektion der Sdugerzellen verwendet (OR5-pSFV2 # 8, OR5-pSFV1 # 6, siehe 2.1). Durch
den Gebrauch dieses Systems wurden generell gute Infektionseffizienzen und hohe
Expressionsgrade erreicht (Lundstrom, K. et al., 1994; Lundstrom, K. et al., 1999; Lundstrom, K.,
2003). Die bisher im Zusammenhang mit dem SFV-System untersuchten Sdugetier-Zelllinien
sind HEK-293-, BHK-21-, COS-7, C6 Glioma-, OLF 442-, CHO-K1, Odora- sowie Primérzellen
(Ulmanen, 1. et al., 1997; Monastyrskaia, K. ef al., 1999; Murrell, J. R. und Hunter, D. D., 1999;
Hoffmann, M. et al., 2001; Lundstrom, K., 2003; Sen, S. et al., 2003; DiCiommo, D. P. et al.,
2004; Hague, C. et al., 2004), jedoch nicht die P19-Zelllinie. Deshalb wurde zundchst die
Kompatibilitit des P19-Zellsystems mit dem viralen Infektionssystem tiiberpriift und hierfiir

rekombinante Viruspartikel hergestellt.

Mittels einer Elektrotransformation der konstruierten Plasmide OR5S-pSFV2 # 8 und
ORS5-pSFVICap # 6 in BHK-21-Zellen wurden Virus-Stammsuspensionen erzeugt (s. 2.3.6.), mit
denen eine Infektion von Sidugerzellen moglich war. Ein schematischer Uberblick iiber die

Viruspartikel-Herstellung des Semliki Forest Virus-Systems ist in Abbildung 9 dargestellt.
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In vitro Transkription

Kotransfektion RNA Verpackung rekombinanter RNA in Nukleokapside
durch Elektroporation und Ausschiittung rekombinanter Viruspartikel

SFV Rekombinant
] 3 %
+
SFV Helfer2 P62
0 %
Verpackungs- Replikations
Signal Signal Replikationsdefiziente

BHK21-Zelle

Viruspartikel

Abb. 9: Schematische Ubersicht iiber das SFV-Expressionssystem von der in vitro Transkription bis zur
Virusentstehung. Die Virusproduktion findet in BHK-21-Zellen statt.

Diese Viruspartikel wurden zur Infektion von P19-Zellen eingesetzt und anschlieBend die
Infektionsseffizienz und der Expressionsgrad von ORS in diesem Zellsystem untersucht. Der
Virustiter wurde in einem Parallelansatz mit LacZ-pSFV2-infizierten Zellen und einem
anschlieBenden Enzymassay (basierend auf einer Spaltung von X-Gal) abgeschitzt (Daten nicht

gezeigt).

Immunmarkierungsexperimente zeigten sehr deutlich, dass durch die Anpassung des Virustiters
an die vorhandene Zellzahl mit beiden ORS5-Konstrukten Infektionsraten von >80% erreicht

werden (Abb. 10, Beispiel Infektion mit OR5-pSFVICap # 6).

Abb. 10: Fluoreszenzmarkierung OR5-produzierender P19-Zellen mit monoklonalem ORS-Antikorper. A:
Durchlichtaufnahme der P19-Zellen. B: OR5-SFVICap # 6-infizierte P19-Zellen wurden 8 h post infectionem mit
Methanol fixiert. AnschlieBend wurde eine Immunfluoreszenzmarkierung mit 22-145-3 und einem entsprechenden
Cy3-konjugiertem Sekundirantikorper durchgefiihrt. Skalierungsbalken 50 pm.
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3.1.1.2.a. Nachweis von OR5 auf Transkriptionsebene

Nach Infektion der Zellen mit den beiden Konstrukten sollte mit Hilfe von Northern-
Hybridisierung (s. 2.4.8.) und Immunmarkierung (s. 2.5.5.2.) eine Quantifizierung des
transkribierten OR5-Gens bzw. des ORS5-Proteins durchgefithrt und der Zeitpunkt hochster

Transkriptionsrate ermittelt werden.

Aus Abbildung 11 geht deutlich hervor, dass durch Markierung mit einer radioaktiven ORS5-
Sonde spezifische Transkripte in der RNA von OR5-pSFV2 # 8- und OR5-pSFVICap # 6-
infizierten Zellen nachgewiesen werden konnten. Die Grofe der markierten Transkripte lag
jeweils liber 10 kbp, da es sich um ungespleisste RNA handelte, die sich vom OR5-Gen und den
viralen Genen der pSFV-Vektoren ableitet. Ein spezifisch markiertes Fragment der Grofe 3 kbp
in der RNA OR5-pSFVICap # 6-infizierter Zellen sowie ein 2 kbp groles RNA-Fragment aus
OR5-pSFV2 # 8-infizierten Zellen deutet auf ein schrittweises Splicen der Hauptfragmente hin.
Die Transkriptionsrate war in OR5-SFVI-Cap-infizierten Zellen nicht erhoht, demnach erfolgt
keine Regulation auf Transkriptionsebene. Die zeitabhdngige Transkription verlduft unter
Verwendung beider Konstrukte vergleichbar mit einem Transkriptionsmaximum im Bereich von
8 - 12 h. In Spur 1 und 6 ist jeweils RNA uninfizierter P19-Zellen aufgetragen, um die Spezifitit

der Markierung zu belegen.

12345 678910

[kbp]
*

6 — Abb. 11: Northern-Blot-Analyse infizierter P19-
4 — Zellen zum Nachweis von ORS5-Transkripten. Jeweils
5 npg RNA ORS5-SFV2- und OR5-SFV1-Cap-infizierter
3 — P19-Zellen verschiedener Infektionszeiten wurden im
2 — Northern-Blot nach Northern-Hybridisierung mit einer
1,5 — ORS5-spezifischen Sonde auf das Vorkommen von ORS5-
1 — haltigen RNA-Fragmenten untersucht. Spur 1 und 6: P19

RNA; Spuren 2-5: OR5-SFV-infizierte P19-Zellen (4, 8,
0,5 — 12, 24 und 48h); Spuren 7-10: OR5-SFV-Cap-infizierte
P19-Zellen (4, 8, 12, 24 und 48h); *: Vollstindige
Transkripte der OR5-pSFV2 # 8 und ORSpSFVICap # 6-
Konstrukte.

Im AnschluB3 sollte die Produktion des rekombinanten Geruchsrezeptors auf Proteinebene sowohl

durch Western-Blot-Analyse als auch durch Immunmarkierung erfolgen.
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3.1.1.2.b. Nachweis von ORS auf Translationsebene: Western-Blot und Immunfluoreszenz-

Markierung

Verglichen mit der konstitutiven Expression steigerten die hohe Infektionsrate und die starkere
Expression des viralen Systems die OR5-Biosynthese, so dass das Rezeptorprotein im Western-
Blot nachgewiesen werden konnte: in den nachfolgenden Western-Blot-Analysen reagierte der
verwendete monoklonale ORS5-Antikdrper jeweils mit Proteinen, die auf einer Hohe von ca. 31
und 62 kDa im SDS-Gel aufgetrennt wurden, was der kalkulierten Gréf8e des OR5-Monomers (37
kDa) und -Dimers (74 kDa) in etwa entspricht. Der Unterschied zwischen berechneter und im Gel
detektierter Grofe beruht auf dem Laufverhalten von Membranproteinen in Polyacrylamidgelen.
Es ist bekannt, dass stark hydrophobe Proteine in der Gelelektrophorese ein geringeres apparentes
Molekulargewicht aufweisen (verglichen mit dem realen Molekulargewicht) da sie proportional
mehr SDS-Molekiile binden, wodurch eine hdhere elektrophoretische Mobilitdt entsteht
(Creighton, T. E., 1989).

Der Nachweis des Zielproteins durch Western-Blot wurde unter Verwendung von
Gesamtmembranen (s. 2.6.4.) aus ORS-produzierenden P19-Zellen 12 h post infectionem mit
OR5-pSFV2 # 8 bzw. OR5-pSFVICap # 6 gefiihrt. Die Spezifitit des ORS5-Antikorpers wurde
durch ORS5-freie Kontrollen bestétigt. Ein Vergleich der OR5-Proteinsynthese der beiden Anséitze
zeigte, dass unter Verwendung des pSFVICap-Vektors in den P19-Zellen deutlich mehr ORS5
produziert wird als in Anwesenheit des Capsid-losen Konstruktes (Abb.12).

1 2 3

CQ“ 148 — ! ' .
2 98 — Multimere  Abb. 12: Western-Blot-Analyse der ORS-
Q 64 — Dimer Proteinbiosynthese in viral infizierten P19-
3 50 — - Zellen. Je 5 pg Gesamtmembranen aus P19-
% Zellen (1) sowie OR5-SFV2- (2) und ORS5-
ps 36 — SFV2Cap-infizierten P19-Zellen (3) wurde im
~ Western-Blot beziiglich der produzierten ORS5-
f; - Monomer Proteinmenge untersucht. Zur Detektion wurde
= der ORS-Antikdrper 22-145-3 und ein

) — entsprechender HRP-konjugierter ~Sekundér-

antikdrper verwendet.

So war das Rezeptor-Monomer und -Dimer in Membranen OR5-pSFV1Cap # 6-infizierter Zellen

unter den gewihlten Bedingungen im Western-Blot spezifisch nachweisbar (Spur 3), wihrend
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ORS5 in Membranen ORS5-pSFV2 # 8-infizierter Zellen im Rahmen der verwendeten Proteinmenge
unterhalb der Detektionsgrenze lag (Spur 2). Die verschieden hohen Proteinsynthesegrade wurden
durch ORS-Immunfluoreszenz-Markierungen von ORS5-pSFV2 # 8- und OR5-pSFVICap # 6-
infizierten Zellen bestétigt (Abb. 13).

Zu diesem Zweck wurden infizierte P19-Zellen nach verschiedenen Zeitabschnitten mit Methanol
fixiert und Immunfluoreszenz-Detektionen des ORS5-Proteins durchgefiihrt. Zwei Stunden post
infectionem konnte in ORS5-pSFV?2 # 8-infizierten Zellen kein ORS5-Protein durch Markierung mit
ORS5-spezifischen Antikorpern und Cy3 nachgewiesen werden, wiahrend OR5-pSFVICap # 6-
infizierte Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits eine deutliche Fluoreszenz zeigten, die ihren
Hohepunkt nach 8 h aufwies. Zellen, welche mit dem Capsidgen-losen OR5-Konstrukt infiziert
wurden, zeigten im Vergleich mit OR5-pSFVICap # 6-infizierten Zellen zwar einen
vergleichbaren Expressionsverlauf, jedoch waren die jeweiligen Fluoreszenzintensititen

insgesamt geringer.

A 2h 4h gh 24h
B] 2h 4h gh 24h

Abb. 13: Immunfluoreszenz-Markierung von ORS-produzierenden P19-Zellen. (A) OR5-pSFV2 # 8- und (B)
OR5-pSFVICap # 6-infizierte P19-Zellen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten mit Methanol fixiert. Die
Immunmarkierung wurde mit dem ORS-Antikérper 22-145-3 und einem entsprechenden Cy3-konjugierten
Sekundérantikdrper durchgefiihrt. Skalierungsbalken 20 pm.

Diese Ergebnisse zeigten im Vergleich zur Northern-Blot-Analyse deutlich, dass die

Capsidsequenz offensichtlich keinen Einfluss auf die Transkription der Gene hat, die 5'-Sequenz
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der Capsid-mRNA jedoch eine Translationsverstirkung zur Folge hat. Dieser Effekt wurde bereits

von Sjoberg und Mitarbeitern beschrieben (Sjoberg, E. M. et al., 1994).

Fiir alle weiteren Untersuchungen wurden P19-Zellen mit OR5-pSFVICap # 6 infiziert und fiir 8-

12 h kultiviert, um eine optimale ORS5-Expression zu gewéhrleisten.

3.1.2. Expression von ORS in Saccharomyces cerevisiae

Die adhédrent wachsenden P19-Zellen waren aufgrund ihrer vergleichbar geringen
Zellzahl/Volumen nicht fiir eine Produktion des Geruchsrezeptors in groBerem Malstab geeignet.
Deshalb wurde fiir diesen Zweck ein weiteres Expressionssystem etabliert. Die Hefe
Saccharomyces cerevisiae wurde bereits erfolgreich fiir die funktionelle Biosynthese von
Sdugetier-Membranproteinen eingesetzt und sollte demzufolge fiir die Geruchsrezeptor-

Produktion verwendet werden.

Zur Erstellung von Expressionsvektoren fiir das S. cerevisiae-Zellsystem wurde die Rezeptor-
cDNA iiber PCR mit 5 N-terminalen Adeninen versehen, in einen modifizierten pY ES260-Vektor
(Griffith, D. A. et al., 2003) kloniert, und eine vollstindige Expressionskassette aus diesem
Vektor durch Restriktion isoliert (Abb. 14). Die Expressionskassette, welche nun zusétzlich einen
Hise- und Flag-Tag sowie einen pGall-Promotor und zCYCI-Terminator enthielt, wurde
anschlieend iiber die verwendeten Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor pITy3

kloniert (s. 2.1.).

Dieser Vektor enthélt als Selektionsmarker das NEO-Gen, welches fiir das Antibiotikum G418-
Resistenzgen kodiert. Die C-terminal des OR5-Gens gelegenen FLAG- und Hisg-Sequenzen
sollten nach der Biosynthese des Proteins dessen Reinigung {iber Affinitdtschromatographie

ermoglichen.

Der Expressionsstamm S. cerevisiae BJ5646 ist ein Protease-defizienter Stamm, welcher
zusitzlich die Plasmide pMEGA2AURA3 und pJS-U(URA3) enthilt (sieche Abb. 15). Durch das
Plasmid pMEGA2AURAZ3 (s. 2.1.) wird eine Uberexpression der Transkriptionsfaktoren gal4p,
gal80p und gal3p ausgelost, wodurch eine Limitation der Expression auf Ebene der Gal-Gen-
Promotoren verhindert wird (Sil, A. K. ef al., 2000). Das Reporter-Plasmid pJS-U(URA3) (s. 2.1.)
beruht auf pJS-401 mit einem ,,unfolded protein response* (UPR)-Element im /CL /-Promotor mit
fusionierter /acZ-Sequenz. Die durch LacZ-kodierte B-Galaktosidase wird demnach durch UPR-
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spezifische Transkriptionsfaktoren aktiviert, wodurch diese als Marker fiir den UPR-Status einer

Zelle dienen kann.

PCR: iORSY Spel Ml
J Ligation
...................... Spel Mlul
PYES260
modifiziert
pITy3
PYES260
modifiziert Spel Miul
T T
Spel Miul ) )
g piTy 3 — et TORSHIT 1733

Abb. 14: Klonierung des rekombinanten pI7y3 Plasmides fiir die OR5-Expression in S. cerevisiae BJ5464. Zur
Formation einer Expressionskassette wurde das Rezeptorgen in einen modifizierten pYES260-Vektor (Griffith, D. A.
et al., 2003) eingefiilhrt und mit zusétzlichen Promotor-, Terminator und Tag-Sequenzen reisoliert. Die
Expressionskassette wurde anschlieBend in den Zielvektor pITy3 ligiert.

Reporter Plasmid

UPRE
\ LacZ

BJ5464

pPMEGA
(Expression von Gal4p-
Gal80p-Gal3p)

NEO Kanamycin/G418 Gen

Ty Ty
Integrationsvektor P
pITy3 [pGALIl  OR5 | Flag [(His)] 1CYCI]

Abb. 15: Schematische Darstellung einer transformierten S. cerevisiae-Zelle fiir die Selektion von ORS-
Expressionsstimmen (Modifiziert (Griffith, D. A. ef al., 2003)).
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Die UPR beschreibt ein Signalsystem, welches bei Stressbedingungen im ER die Biosynthese
verschiedener Proteine, wie z. B. ER-Degradierungssproteine und -Chaperone, induziert (Abb.
16). Ein Hauptbestandteil dieses Mechanismus ist die ER-membranstindige Kinase Irelp, die
durch Bindung von Kar2p monomerisiert und dadurch inaktiv ist. Steigt die Menge ungefalteten
Proteins im ER an, 16st sich Kar2p und bindet an die denaturierten Proteine. Infolgedessen kommt
es zu einer Dimerisierung und damit verbundenen Autoaktivierung von Irelp. Die dadurch
ausgeloste Signalkaskade fiihrt letztendlich zu einer Verkiirzung des Transkriptionsfaktors Haclp,
welcher in dieser Variante durch Bindung an eine spezielle DNA-Sequenz, dem UPR-Element

(UPRE), die Expression seiner Zielgene steuert (Shamu, C. E. et al., 1994).

Gefaltetes Protein ® =—————p o Ungefaltetes Protein

HACI* mRNA Cytosol HACI' mRNA

—=3

3 5'

Elongations Stop = [ V=) {@
® @ (4l =1r.\Y

Intron

Abb. 16: Schematische Ubersicht iiber
das UPR (unfolded protein response)-
System in eukaryotischen Zellen
(Modifiziert (Griffith, D. A. et al., 2003)).

UPR Zielgene

Nukleus

Die Verwendung des UPRE/LacZ-Konstruktes ermdglicht somit eine Observierung der durch die
Biosynthese des rekombinanten Proteins ausgelosten UPR durch eine Analyse der
B-Galaktosidase-Aktivitidt. Mit dieser Proteinqualititskontrolle ist die Selektion von geeigneten

Expressionsstimmen mit geringen Mengen fehlgefaltetem Zielprotein moglich.

3.1.2.1. Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitiit in OR5-Expressionsstimmen

3.1.2.1.a. Qualitative Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivit:it

Fir die nachfolgenden Experimente wurden die Stimme BJ5464/pMEGA2AURA3/pJS-
U(URA3)/pITy und BJ5464/pMEGA2AURA3/pJS-U(URA3)/pITy-ORS5 konstruiert. Die

Selektion der optimierten Expressionsstimme wurde mit Hilfe eines gingigen -Galaktosidase-

Tests (s. 2.6.13.) durchgefiihrt.
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Die Expressionskassette im plTy3-Vektor ist von 7y (,transposon yeast)-Sequenzen mit
terminalen, ,,direkten Wiederholungen* flankiert. 7y-Sequenzen sind hefespezifische, rund 6 kb
groBe Retrotransposons, welche iiber ein RNA-Zwischenprodukt transponiert werden. Die 7y-
Elemente per se kodieren fiir ein DNA-bindendes Protein sowie einen Komplex mit Integrase-
und Reverse-Transkriptase-Aktivitit, dhnlich den viralen Gag- und Pol- Sequenzen. Uber die
terminalen, direkten Sequenzwiederholungen erfolgt durch Transposition eine Insertion der
Expressionskassette in das Hefegenom, welches meist {iber 30 solcher homologen Sequenzen
aufweist (Roeder, G. S. und Fink, G. R., 1982). Bei der Insertion der ORJ-enthaltenden
Expressionskassetten kommt es gleichzeitig zur Aufnahme der bakteriellen TN903-Resistenz
gegen Neomycin (G418). Eine Selektion der transformierten Zellen war so durch Zugabe von
G418 moglich. Da stirkere Konzentrationen des Antibiotikums durch eine hoéhere Anzahl
inserierter Resistenzkassetten komplementiert werden konnen, wurden iiber ansteigende G418-
Konzentrationen verschiedene, unterschiedliche Mengen des Rezeptors exprimierende, Stimme
ausgewihlt. Diese Stimme wurden durch Uberschichtung mit einem 5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-p-
D-Galaktosid (X-Gal)-haltigen Agar auf ihre B-Galaktosidase-Aktivitdt liberpriift (Abb. 17).
Durch enzymatische Spaltung des X-Gals entsteht die Substanz 5-Brom-4-Chlor-3-hydroxy-
Indol, welche durch Oxidation in einen unldslichen, blauen Indigofarbstoff umgewandelt wird.
Dadurch wird die Hohe der B-Galaktosidase-Aktivitit iiber die Intensitit der Blaufdarbung

qualitativ sichtbar gemacht werden.

5-Brom-4-Chlor-3-Indoyl-
= o B-D-Galaktosid (X-Gal)

l B-Galaktosidase

OH

Br Br

—>
Luft-

oxidation

Cl1 Cl

o
blauer Indigofarbstgff

Abb. 17: A, Enzymatische Umsetzung des Substrates X-Gal und Oxidation des Indolderivates zum
Indigofarbstoff. B, Beispiel fiir die qualitative Analyse der pB-Galaktosidase-Aktivitit rekombinanter
S. cerevisiae Stimme im X-Gal-Uberschichtungstest. Rekombinante S. cerevisiae Stimme wurden auf 1 mg/ml
G418 angezogen. Die gewachsenen Kolonien wurden anschlieBend mit X-Gal-haltigem Agar iiberschichtet, eine
Spaltung des Farbstoffes durch exprimierte -Galaktosidase wurde durch Blaufiarbung angezeigt. 1: Beispiel weile
Kolonie, 2: Beispiel hellblaue Kolonie, 3: Beispiel dunkelblaue Kolonie.
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Jeweils drei der auf 1 mg/ml und 5 mg/ml G418 gewachsenen Stamme mit geringer (Kolonie
weil}), mittelstarker (Kolonie hellblau) und starker (Kolonie dunkelblau) B-Galaktosidase-
Aktivitdit wurden einer genaueren Untersuchung unterzogen. Besonderes Augenmerk wurde auf

die OR5-Expressionsstirke in Kombination mit der durch die Expression ausgeldsten UPR gelegt.

3.1.2.1.b. Quantitative Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitiit

Zur Quantifizierung der induzierten [B-Galaktosidase-Aktivitit wurde ein Test in Losung
durchgefiihrt. In diesem Versuch wurde die f-Galaktosidase-Aktivitdt von Zellextrakten mit der
zeitabhingigen Spaltung von o-Nitrophenol-B-Galaktosid (ONPG) bestimmt. Die Verwendung
dieses Substrates anstelle von X-Gal war notwendig, da es sich bei dem Spaltungsprodukt von
X-Gal um einen wasserunloslichen Farbstoff handelt. Bei der Umsetzung des farblosen ONPG
durch die B-Galaktosidase entsteht das gelbe Nitrophenol, sodass die enzymatische Reaktion
anhand des Emissionsanstieges bei 420 nm verfolgt werden kann (s. Abb. 18).

CH20H 0z CHaOH 0z
H20
¢ o OH
HO
" B-Galaktosidase
OH OH
ONPG B-D-Galaktose ~ 0-Nitrophenol

Abb. 18: Umsetzung von ONPG durch B-Galaktosidase.

Als Kontrolle fiir die UPR-induzierte f-Galaktosidase wurde ein Aliquot jeder Kultur mit DTT
versetzt. DTT bewirkt eine Storung der Redox-Bedingungen im ER, wodurch eine Akkumulation
falsch gefalteter Proteine im Lumen dieser Organelle auftritt, und damit die UPR ausgeldst wird.
Als Negativkontrolle wurde BJ5464/pMEGA2AURA3/pJS-U(URA3)/pITy eingesetzt. Fiir die

Auswertung wurden drei voneinander unabhingig durchgefiihrte Messreihen herangezogen.

Die spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitdten sind jeweils als das Vielfache der Enzymaktivitdten
zum Zeitpunkt der Basalaktivitdt t=0 in Abbildung 19 dargestellt. Durch Zugabe von DTT wurde
in allen Stimmen eine UPR ausgeldst, die im Schnitt ca. das sechsfache der B-Galaktosidase-
Aktivitdit zum Zeitpunkt t=0 der Induktion betrug. Die UPR-Induktion nach 48 h Induktion mit

Galaktose in YP-Medium fillt zwischen den rekombinanten Stammen unterschiedlich aus.
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Obwohl die B-Galaktosidase-Aktivititen der ,,hellblauen* und ,,dunkelblauen* Kolonien (4b1,
hb2, hb3, dbl1, db2, db3) vergleichbare Werte aufwiesen, zeigten die Stimme, welche zuvor durch
geringe Enzymaktivititen im Uberschichtungstest auffielen, auch quantitativ deutlich geringere

B-Galaktosidase-Aktivititen (wl, w2, w3).

Besonders geringe UPR-Induktion zeigten die Expressionsstimme w/ und w3 mit 3,3+0,6 und

1,6+0,5-facher B-Galaktosidase-Aktivitit, bezogen auf den Zeitpunkt t=0 der Induktion.

20
O pITy3
75} DWl
0]
o § 15 Ow2
g 3
'g .g 5 O w3
292 .  hbl
ﬁ < O 10 1
& 8 L O hb2
m.é 3 _ @ hb3
< s || W dbl
W db2
ﬁf m db3
0

DTT-induziert Galaktose-induziert

Abb. 19: B-Galaktosidase-AKktivitiit selektierter S. cerevisiae-Stimme. Gezeigt ist die spezifische
B-Galaktosidase-Aktivitdt von ORS5-Produktionsstimmen und einer Negativkontrolle (pITy3) als Vielfaches ihrer
Basalaktivitit zum Zeitpunkt t=0 der Induktion. DTT-induziert: UPR-induzierte Stimme durch Zugabe von 3 mM
DTT fiir 4 h. Galaktose-induziert: fiir 48 h mit 2% [w/v] Galaktose induzierte Stimme. Die Standardabweichungen
wurden als SEM-Werte (STABW:\n) dargestellt, wobei n=3.

So wurde gezeigt, dass die Integration des OR5-Gens zu einer Expressions-gekoppelten UPR-
Aktivierung fiihrte. Diese Ergebnisse mussten nun im Kontext der OR5-Proteinsynthese beurteilt

werden, um geeignete Selektionsstimme auszuwihlen.

3.1.2.2.  Quantitativer Vergleich der ORS-Proteinsynthesestirken im Western-Blot

Fiir den quantitativen Vergleich der Expressionen der verschiedenen Stimme wurden
Zellanzuchten gleicher OD-Einheiten 4h nach Induktion geerntet, ein Gesamtzellextrakt
prapariert (s. 2.6.2.) und Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurde deutlich, dass

Stimme, in welchen wihrend der Rezeptorproduktion eine stark erhohte UPR auftrat, auch einen
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entsprechend hohen ORS5-Proteinsynthesegrad zeigten. Es sollte speziell untersucht werden, ob
die Stimme w/ und w3 trotz geringer UPR-Induktion eine nachweisbare ORS-Produktion
aufwiesen. Wie in Abb. 20 zu erkennen ist, konnte ein Stamm identifiziert werden, welcher eine
geringe [-Galaktosidase-Aktivitdt, aber eine hohe Produktion des Zielproteins aufwies: der
Stamm w/ zeigte starke OR5-Proteinsynthese, wéihrend jene in den Stdimmen w2 und w3 deutlich
geringer ausfielen. Der ORS5-Gehalt des Stammes w/ war sogar vergleichbar hoch mit denen
diverser ,blauer Klone, also Stimmen, die eine starke UPR-Aktivierung durch die
Geruchsrezeptor-Expression aufwiesen. Die Existenz von S. cerevisiae-Stimmen, welche trotz
hoher Proteinsynthese von ORS einen relativ niedrigen UPR-Grad aufweisen, 146t sich eventuell
auf die Flexibilitdt des Proteinsynthese-Apparates zuriickfiihren. Moglicherweise war in diesen
Zellen aufgrund physiologischer Besonderheiten die Toxizitit des Zielproteins kompensiert oder
die Proteintranslokation erleichtert. Durch die Generierung solcher ,,angepasster Zellen bzw. die
Wahl von Stimmen mit mittlerem Expressionsniveau bei einer nicht zu hohen zelluldren
Proteinfehlfaltung konnte aus 9 im Detail untersuchten Stimmen ein optimaler Produktionsstamm
fiir die Aufreinigung von ORS selektiert werden. Aufgrund seiner hohen ORS5-Synthesekapazitit
kombiniert mit geringen UPR-Werten wurde der Expressionsstamm w/ fiir alle anschlieBenden

Untersuchungen ausgewdhlt.

wl w2 w3 Ibl b2 Ib3 dbl db2 db3

ORS- _ Xy Y = e (. — —
Monomer

Abb. 20: Quantifizierung der ORS-Proteinsynthese verschiedener S. cerevisiae-Produktionsstimme im
Western-Blot. Jeweils 5 pg Gesamtzellextrakt verschiedener Produktionsstimme wurden im Western-Blot mit
einem Hiss-Antikorper zur Bestimmung der relativen OR5-Proteinsynthese analysiert.

3.1.2.3. Nachweis von ORS in der Imnmunfluoreszenz-Markierung

Ein Nachweis des Zielproteins im Expressionsstamm w/ auf Proteinebene erfolgte zusitzlich
durch Immunfluoreszenz-Markierungen mit dem monoklonalen ORS5-Antikorper 22-145-3 sowie
einem Cy3-konjugierten Sekunddrantikdrper. Es konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten

Hefekolonien dieses Stammes eine ORS5-Produktion aufwiesen (Abb. 21).

Bei dem verwendeten Expressionssvektor handelt es sich um einen integrativen Vektor, mit
dessen Hilfe das Zielgen iiber 7y-Sequenzen und homologer Rekombination direkt ins Genom der

Zelle integriert worden ist. Aus diesem Grund war zu erwarten, dass die entstandenen
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Expressionsstimme genetisch stabil sind. Im Laufe der Arbeit mit dem ausgewéhlten Stamm
wurde jedoch eine Verdnderung des Expressionsmusters beobachtet. Eingehende Kontrollen und
Vergleiche mit Hilfe von Western-Blot- sowie Immunmarkierungs-Analysen bestdtigten eine
deutliche Abnahme der Expressionsstirke im Laufe der Kultivierungen. Die genetische
Flexibilitit der Hefe erwies sich in diesem Fall als Nachteil, da offenbar genetische
Modifikationen dazu gefiihrt hatten, dass die Expression des Geruchsrezeptorproteins trotz der
moglicherweise geringeren Sensitivitdt des Stammes w/ verringert wurde. Beispielsweise zeigten
nur noch ca. 10 % der Zellen des Produktionsstammes w/ nach sechsmaliger Neuanzucht eine
sichtbare OR5-Markierung in der Immunfluoreszenzuntersuchung (Daten nicht gezeigt), obwohl
alle Zellen dieses Stammes direkt nach der Selektion mit G418 eine deutliche ORS-
Proteinsynthese aufwiesen (Abb. 21). Die Reduktion konnte jedoch durch wiederholte Anzucht
auf G418-haltigen YPD-Platten ausgeglichen werden, um somit eine hohe ORS-

Proteinsyntheserate zu gewdéhrleisten.

Abb. 21: Immunfluoreszenzmarkierung von ORS in S. cerevisiae. A: Durchlichtbild des S. cerevisiae-Stammes
wl; B: Immunfluoreszenz-Markierung mit ORS5- und entsprechendem Cy3-konjugierten Antikorpern.
Skalierungsbalken 50 pm.

3.1.2.4. Quantifizierung des ORS-Proteins aus S. cerevisiae wl

Anhand einer Konzentrationsreihe eines Hiss-markierten Standardproteins kann die Menge eines
produzierten, Hiscx-markierten Zielproteins im Western-Blot abgeschdtzt werden. Fiir die
Standardkonzentrationsreihe wurde das Positope™-Protein von Invitrogen verwendet. Da es sich
um ein losliches Protein handelt, gibt der Vergleich mit einem Membranprotein wohl nur den

Mengenbereich des Zielproteins ORS5 in der verwendeten Probe an.

Zur Durchfithrung der ORS5-Proteinquantifizierung in Membranen des Produktionsstammes w/

wurden verschiedene Mengen Gesamtmembran und Plasmamembran verwendet. Diese wurden
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zusammen mit aufsteigenden Mengen des Positope’”-Proteins einer PAGE unterzogen und
anschlieBend im Western-Blot mit einem Hiss-Antikorper analysiert. Fiir die densitometrische
Auswertung der Western-Blot-Signale mit dem Programm Scion Image (Scion Corporation,
Release Beta 4.0.2) wurden Blots verwendet, deren ORS5-Signalintensitidten innerhalb der
Signalintensititen der Konzentrationsreihe des Standards lagen. Die Auswertung dieser
Untersuchung ergab einen ORS5-Anteil von ~0,9% (9 ng/pug) in Gesamtmembranen bzw. ~2,4%
(24 ng/pg) in den Plasmamembranen des Produktionsstammes w/ bei einer Ausbeute von
~250 mg Gesamtmembranen/Liter Kultur. Daraus ergibt sich eine 2,7-fache Anreicherung des

ORS5-Proteins in den Plasmamembranen verglichen mit Gesamtmembranen.

3.1.2.5. Vergleich der ORS-Proteinsynthesestirken unter verschiedenen Wachstums-

bedingungen

Durch die Verwendung des GALI-Promotors war es zwingend notwendig, auf Glukose im
Medium zu verzichten, da diese durch kompetitive Anlagerung inhibierend auf den Promotor
wirkt. Dementsprechend wurde anfangs Raffinose als C-Quelle verwendet, und eine Induktion
der ORS-Proteinsynthese direkt durch Zugabe von Galaktose in die Kultur durchgefiihrt. Im
Laufe der Arbeit erwies sich die Raffinose jedoch als zu kostenintensiv fiir Anzuchten im grof3en
Malstab, zusétzlich kam es zu Lieferschwierigkeiten. Deshalb wurde untersucht, ob der
selektierte Stamm w/ auch unter Anzuchtbedingungen ohne Raffinose/mit einem alternativen
Zucker eine vergleichbare Expressionsstirke aufweist. Zusitzlich musste in dem alternativen

Medium die UPR-Induktion iiberpriift werden.

Verwendet wurde YP-2% Dextrose-Medium, in dem der Stamm bis zur stationdren Phase
angezogen wurde, die Induktion erfolgte dann nach Waschen der Zellen mit kalten HyOpjigest in
YP-2% [w/v] Galaktose-Medium. Zum Vergleich der Proteinsyntheserate von ORS5 unter beiden
Anzuchtbedingungen wurden Proben zu verschiedenen Zeiten nach der Induktion entnommen.
Die Analyse des Gesamtzellextraktes erfolgte anschlieBend im Western-Blot mit ORS-
Primérantikorper (Abb. 22). In allen Proben konnte ORS5-Protein nachgewiesen werden. Das
Proteinsynthesemaximum wurde jedoch abhéngig vom Medium zu unterschiedlichen Zeitpunkten
erreicht: bei Anzucht in YP-4% [w/v] Raffinose-Medium und Induktion mit Galaktose (Spur 1-5)
lag die hochste Expression bei etwa 4h, wihrend die Anzucht in YP-2% [w/v] Dextrose/YP-2%
[w/v] Galaktose (Spur 6-10) zu einem Proteinsynthesemaximum im Bereich von 8 und 12 h

fiilhrte. Zusédtzlich war auch zu spéteren Zeitpunkten nach Induktion eine deutlich hohere ORS5-
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Syntheserate zu beobachten. Generell wird deutlich, dass bei einer Kultivierung mit dem
alternativen Medium vergleichbare maximale Proteinsyntheseraten erzielt wurden. Bevor alle
Anzuchten auf das ,,neue* Medium umgestellt werden konnten, musste nun noch belegt werden,
dass der Gebrauch der verdnderten Wachstumsbedingungen nicht zu einer stark erhohten UPR

fihrte.
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Abb. 22: Vergleich der ORS-Proteinsynthese bei Anzucht in YP-4% [w/v] Raffinose-Medium + 2% [w/v]
Galaktose (1-5) und Anzucht in YP-2% [w/v] Dextrose mit Uberfiihren in YP-2% [w/v] Galaktose-Medium (6-
10). Aliquote der wi Kulturen beider Wachstumsbedingungen wurden jeweils 4, 8, 12, 24 und 48 h nach Induktion
mit 2% [w/v] Galaktose entnommen, Gesamtzellextrakte hergestellt, diese einer PAGE unterzogen und im Western-
Blot mit ORS5-Antikorper analysiert. Spuren 1-5: 4, 8, 12, 24 und 48 h der in YP-4% [w/v] Raffinose + 2% [w/v]
Galaktose angezogenen Kultur; Spuren 6-10: 4, 8, 12, 24 und 48 h der in YP-2% [w/v] Dextrose und YP-2% [w/v]
Galaktose angezogenen Kultur.

Unter diesen Bedingungen ist eine Bestimmung der UPR-Stérke {iber das LacZ-Reporterplasmid
nicht moglich, da der Selektionsdruck auf das Plasmid bei Anzucht in Vollmedium nicht
aufrechterhalten wird. Dieser ist nur bei Anzucht in Uracil-freiem Medium gewdhrleistet: der
verwendete Hefestamm ist nicht zur de novo Biosynthese von Uracil beféhigt, da er kein Gen fiir
die Orotidine-5'-Phosphat Decarboxylase tragt. Das Reporter-Plasmid jedoch enthélt das Ura3-

Gen, welches fiir dieses Enzym kodiert und so als Selektionsmarker verwendet werden kann.

Deshalb wurde die UPR fiber die Komponente Kar2p der UPR-Kaskade analysiert. Die
Expressionsstitke von Kar2p in dem Produktionsstamm w/ wurde unter beiden
Wachstumsbedingungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Galaktose-Induktion im
Western-Blot analysiert (Abb. 23). Die Quantifizierung durch eine densitometrische Auswertung
lieferte vergleichbare Kar2p-Expression unter beiden Wachstumsbedingungen. Eine 4-stiindige
Induktion im YP-2% Galaktose-Medium fiihrte sogar zu einer um 38% verringerten Kar2p-
Biosynthese verglichen mit dem Raffinose-Medium. Nach 8 h Induktion waren unter beiden
Wachstumsbedingungen gleiche Kar2p-Level erreicht, und nur die Probe des 24 h Wertes zeigte
eine 2,2-fach erhohte Kar2p-Biosynthese in YP-2% Dextrose/YP-2% Galaktose gegeniiber der
Anzucht in YP-4% Raffinose. Die lediglich 1,1-fach hohere Kar2p-Expression in YP-2%
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Galaktose gegeniiber dem Raffinose-Medium 12 h nach der Induktion zeigte deutlich, dass das
alternative Expressionsmedium fiir die Anzucht des Produktionsstamms verwendet werden

konnte. Alle folgenden Anzuchten zur Proteinisolierung fanden daher in diesem Medium statt.

4h 8h 12h 24h 48h:4h 8h 12h 24h 48h

98 —
64 —
50 —

——— — — ——

Molekulare Masse [kDa]
|
|
!
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|
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|

Abb. 23: Vergleich der Kar2p-Expression bei Wachstum auf YP-4% [w/v] Raffinose-Medium + 2% [w/v]
Galaktose und Anzucht in YP-2% [w/v] Dextrose mit Induktion in YP-2% [w/v] Galaktose-Medium. Zu den
Zeitpunkten 4 h, 8 h, 12 h, 24 h und 48 h nach Induktion wurden Proben entnommen und Gesamtzellextrakt
hergestellt. Der Nachweis im Western-Blot erfolgte durch einen Kar2p-Antikdrper und einem entsprechenden HRP-
konjugierten Sekundérantikdrper. A: Anzucht in YP-4%Raffinose-Medium; B: Anzucht in YP-2%Dextrose/2%
Galaktose-Medium.

3.1.2.6. Vergleich der ORS-Proteinsynthesestirken in S. cerevisiae- und P19-Zellen

Der ORS5-Proteinsynthesegrad in Gesamtmembranen des S. cerevisiae Produktionsstammes w/
und ORS5-pSFV2 # 8- bzw. OR5-pSFVICap # 6-infizierter P19-Zellen wurde im Western-Blot mit
Markierung durch den OR5-Antikdrper verglichen.

Als Negativkontrollen wurden Membranen uninfizierter P19-Zellen und pITy3-transformierter
S. cerevisiae-Zellen eingesetzt. Aus Abbildung 24 geht hervor, dass die Menge des Zielproteins in
OR5-pSFVICap # 6- infizierten P19-Gesamtmembranen (Spur 5) in etwa einem Drittel des ORS5-
Proteins in den Hefegesamtmembranen (Spur 2) entsprach. Die produzierte OR5-Menge ORS5-
pSFV2 # 8-infizierter Zellen lag in diesem Experiment unterhalb der Detektionsgrenze. Da das
ORS5-Expressionsniveau in den P19-Zellen abhédngig ist von der Infektionseffizienz — u.a.
resultierend aus dem Virustiter -, wurde vor dem Experiment sichergestellt, dass die verwendete

Viruslosung zu einer >80%igen Infektion der Zellen gefiihrte hatte.

Durch diesen Vergleich wurde gezeigt, dass das S. cerevisiae-Expressionssystem - verglichen mit
dem Sidugerexpressionssystem - signifikant hohere Ausbeuten des rekombinanten Proteins pro
Milligramm Gesamtmembranen liefert. Deshalb wurde das Hefesystem zur Isolierung des

Geruchsrezeptorproteins eingesetzt.
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1 2 3 4 5
= Abb. 24: Vergleich der ORS-
o Proteinsynthesestiirke in P19- und
=148 — ; S. cerevisiae-Zellen. Jeweils 5 ug
% g§ _ . Gesamtmembran-Priparationen
‘2“ 50 — — wurden einer PAGE unterzogen und
o 36 — im Western-Blot mit ORS5-Antikdrper
.‘—; ‘ “ und entsprechendem HRP-
-~ konjugierten Sekundérantikorper
2 markiert. Spur 1: pITy3; Spur 2: wi;
= 22 - Spur 3: P19; Spur 4: ORS-SFV2/P19;
Spur 5: OR5-SFV1Cap/P19.
3.2 Untersuchungen zur N-Glykosylierung und Lokalisation des ORS-Rezeptors

Membranproteine enthalten in der Regel Signalsequenzen fiir Glykosylierungen. Es wird
angenommen, dass sie in Kombination mit dem Hydrophobizititsstatus und der
Ladungsverteilung eines Proteins Informationen liefern, in welches Zielkompartiment das Protein
transloziert werden soll. Eine korrekte Translokation ist im Allgemeinen auch fiir die richtige
Faltung und Fuktionalitit eines Proteins von Bedeutung (Geisow, 1992). Aus diesem Grund
wurde iiberpriift, inwieweit das rekombinante ORS5-Protein in S. cerevisiae- und den P19-Zellen

in glykosylierter Form synthetisiert wird, und damit eventuell o. g. Vorraussetzungen erfiillt sind.

3.2.1. N-Glykosylierung

Die Sequenz des ORS5-Rezeptors enthédlt im N-terminalen Bereich des Proteins zweimal die
potentielle Glykosylierungs-Konsensussequenz NXS/T (Tarentino, A. L. ef al., 1985; Wheatley,
M. und Hawtin, S., 1999), wobei X jede Aminosdure auller Prolin sein kann. Zum einen handelt
es sich um die Sequenz NQTV an Position 5, zum anderen um die Aminoséure-Abfolge NLS an
Position 65 der Aminoséduresequenz (Abb. 25). Innerhalb dieser Sequenzen kann Asparagin als

Akzeptor des Oligosaccharides Glc3-Man9-GIcNAc2 dienen.

NH,*-MTERNQTVISQFLLLGLPIPPEHQHVFYALFLSMYLTT
ILGNLHILILLDSHLHTPMYLFLSNLSFSDLCFSSVTMPK-...

Abb. 25: N-terminale Aminosduresequenz des Geruchsrezeptors ORS mit potentiellen Glykosylierungsstellen.
Dargestellt sind die ersten 80 Aminosduren des ORS5-Rezeptorproteins. Zur Identifizierung potentieller
N-Glykosylierungs-Sequenzen wurde das Programm NetNGlyc 1,0 (Center for Biological Sequence Analysis,
Lyngby, DK) verwendet. Die N-Glykosylierungs-Signalsequenzen Asn-Xaa-Ser/Thr sind in blau dargestellt und
unterstrichen. Asparagine, die eventuell N-glykosyliert sein kdnnen, sind in rot hervorgehoben.
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3.2.1.1. Deglykosylierung des in S. cerevisiae produzierten ORS-Proteins

Eine mdgliche N-Glykosylierung des Rezeptors wurde durch den Vergleich von PNGase F-
behandelten und -unbehandelten Gesamtmembranen des Expressionsstammes w/ im Western-
Blot untersucht. PNGase F ist eine Amidase aus Flavobacterium meningosepticum, welche

N-Glykanketten von Glykoproteinen hydrolysiert (Tarentino, A. L. et al., 1985).

Die Behandlung mit PNGase F fiihrte zu einem distinkteren Signal des OR5-Monomers im
Western-Blot, das Laufverhalten in der PAGE wurde jedoch nicht weitergehend beeinflusst (Abb.
26, A). Daraus musste geschlossen werden, dass nur ein geringer Anteil des ORS5-Rezeptors in

S. cerevisiae in N-glykosylierter Form vorliegt.

Aufgrund der Moglichkeit, dass ein Ausbleiben der Protein-Modifizierung auf der Physiologie
des Hefe-Expressionssystems beruht, wurde der N-Glykosylierungsstatus des Rezeptors im
AnschluB3 ebenfalls in Sdugerzellen untersucht. Zu diesem Zweck wurde der rekombinante ORS-

Rezeptor aus P19-Zellen analysiert.

3.2.1.2.  Deglykosylierung des in P19-Zellen produzierten ORS-Proteins

Der Vergleich von PNGase F-behandelten und -unbehandelten Gesamtmembranen aus ORS-
exprimierenden P19-Zellen resultierte in einer - verglichen mit dem Hefeexpressionssystem —
noch geringeren N-Glykosylierung des Rezeptors. Der einzige Anhaltspunkt fiir eine
N-Glykosylierung beruht auf einem sehr schwachen Signal oberhalb des OR5-Monomer-Signals,
welches nur in der PNGase F-freien Probe in Abbildung 26, B, Spur 1 zu erkennen ist. Da trotz
der vorhandenen N-Glykosylierungs-Signalsequenzen im ORS5-Protein keine signifikanten
Unterschiede im Glykosylierungs-Status festgestellt werden konnten, sollten Lokalisationsstudien

Aufschluss iiber die Verteilung des ORS5-Proteins in den Zellen geben.

1 2 1 2
A B Abb. 26: Deglykosylierung des ORS-
98 — Proteins synthetisiert in S. cerevisiae-
64 — und P19-Zellen. Finf ng
S s i S— Gesamtmembranen wurden PNGase F-
50 — behandelt, um den N-

Glykosylierungsstatus des Rezeptors zu
untersuchen. A:  Membranen  aus
36 — S. cerevisiae wl; B: Membranen aus
- - ’ - ORS5-SFVICap-infizierten ~ P19-Zellen;
Spur 1: Membranen ohne PNGase; Spur
2: Membranen mit PNGase behandelt.

Molekulare Masse [kDa]
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3.2.2. Lokalisation des OR5-Rezeptors in der Zelle

3.2.2.1. Lokalisation von ORS in S. cerevisiae wl

Die Verteilung des produzierten Membranproteins in der Zelle ldsst sich unter anderem durch die
Analyse der fraktionierten Zell-Membranbestandteile bestimmen. Mit Hilfe eines
Saccharosegradienten wurden Plasmamembranen, Mikrosomen sowie Membranen des ER und
Golgi-Bestandteile voneinander getrennt (s. 2.6.5.2.) und diese durch Western-Blot-Analyse
untersucht. Anhand der densitometrischen Verteilung der ORS5-Signale im Western-Blot wurde
gezeigt, dass ~75% des exprimierten Rezeptors korrekt in die Plasmamembran transloziert
wurden (Abb. 27, Spur 1). Unter 20% des rekombinanten Proteins befand sich - basierend auf

dieser Analyse - in Golgi- und ER-Kompartimenten.

1 2 3
Abb. 27: Verteilung von ORS in den
Membranen des S. cerevisiae-Expres-
sionsstammes wl. Eine Saccharose-
98 — —— Dichtegradienten-Zentrifugation fiihrte zur
64 — Trennung von Plasmamembran, Mikro-
| "

50 — somen und Golgi/ER Membranen. Die
einzelnen Membranspezies wurden jeweils
im gleichen Volumen resus-pendiert,
gleiche Volumina in der PAGE aufgetrennt
und im Western-Blot analysiert. Spur 1:
Plasmamembran-Fraktion; Spur 2:
Mikrosomen; Spur 3: Golgi/ER.

Molekulare Masse [kDa]

Immunfluoreszenz-Untersuchungen (s. 2.5.5.1.) sollten ebenfalls Aufschlu3 dariiber geben, ob
sich ein Grof3teil des Rezeptors in der Plasmamembran befand (Abb. 28). Deutlich zu erkennen ist
eine durch die Cy3-Markierung (dargestellt in rot) detektierbare ORS5-Produktion, wobei jedoch
keine iiberwiegende Anreicherung in der Plasmamembran auftrat. Eine Kernfarbung (dargestellt
in blau) wurde mit DAPI durchgefiihrt. Da ebenfalls eine auffillige Anhdufung des Zielproteins
im Bereich des Zellkerns ausblieb, konnte aufgrund dieser Untersuchung nicht beurteilt werden,

ob ein Grofteil des ORS5-Proteins - entgegen bisheriger Untersuchungen - im ER verblieben war.

Aufgrund der gegensitzlichen Ergebnisse aus der Analyse der Membranfraktionen und der
Immunfluoreszenz-Markierung wurden die einzelnen Membranfraktionen im Western-Blot auf
Kreuzkontaminationen untersucht. Es wurde durch eine Analyse mit Plasmamembran- und ER-
spezifischen Marker-Antikorpern gezeigt, dass Kreuzkontaminationen zwischen den Fraktionen

auftraten (Daten nicht gezeigt). Demnach wurde keine vollstindige Trennung der verschiedenen
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Membranspezies, aber zumindest eine deutlich Anreicherung der Membranbestandteile in den
zugehorigen Fraktionen erreicht. Somit wurde im Western-Blot trotz geringfiigiger
Kreuzkontaminationen eine iiberwiegende Lokalisation des rekombinanten Proteins in der

Plasmamembran gezeigt.

In Anbetracht aller erhaltenen Resultate war davon auszugehen, dass zwar ein Teil des
rekombinanten Proteins nicht vollstidndig transloziert wurde, es sich jedoch um einen geringen
Anteil handelte, sodass eine starke UPR-Aktivierung ausblieb. Deshalb wurde der

Produktionsstamm w/ fiir die Rezeptorproduktion ausgewdhlt.

A

Abb. 28: Nachweis des ORS-Proteins im S. cerevisiae-Expressionsstamm wl. S. cerevisiae wI-Expressionszellen
wurden mit Formaldehyd fixiert. Der Nachweis von ORS5-Protein erfolgte mit dem ORS-Antikorper 22-145-3, die
Kernfiarbung wurde mit DAPI-Farbstoff angefertigt. Die Analyse erfolgte durch Dekonvolutions-Mikroskopie. A:
DAPI-Firbung; B: OR5 Markierung/Cy3-Firbung; C: Ubereinanderlegung beider Firbungen. Skalierungsbalken 20
pum.

3.2.2.2. Lokalisation von ORS in OR5-pSFV1Cap-infizierten P19-Zellen

Die Verteilung des ORS5-Proteins in den P19-Zellen wurde ebenfalls durch eine Trennung der

Membranbestandteile und anschlieBende Analyse im Western-Blot untersucht.

1 2
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A 98 —

24,
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2 64 —
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o Abb. 29: Verteilung von ORS-Protein in Plasmamembran
% und Golgi/ER Membranen im P19-Expressionssystem.
4 36 — _ Eine Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation fiihrte zur
© e ek Trennung der Plasmamembran und der Golgi/ER
= Kompartimente. Spur 1: Plasmamembran-Fraktion; Spur 2:

Golgi/ER-Fraktion.
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Es ist deutlich zu erkennen (Abb. 29), dass der {iberwiegende Anteil des produzierten Zielproteins
in der Plasmamembran (Spur 1) vorliegt. Ein Anteil von ca. 20% des Rezeptors befindet sich in

anderen Membranfraktionen, wie z.B. Golgi und ER Membranen (Spur 2).

Dieses Ergebnis wurde durch ein Immunfluoreszenz-Markierungsexperiment bestétigt. Nach
Infektion der Zellen mit OR5-pSFVICap # 6 und anschlieBender Expression fiir 8 h wurde eine
Immunmarkierung durchgefiihrt. Mit Hilfe der Konfokalmikroskopie wurde ein Grofteil des
ORS5-Proteins nach Markierung mit einem ORS-Antikérper und  Cy3-konjugierten
Sekundérantikdrper eindeutig in der Peripherie der Zelle, der Plasmamembran, nachgewiesen
(Abb. 30, B). Das Rezeptorprotein wurde demnach - auch ohne die Verwendung fusionierter

Transport-Signalsequenzen - korrekt zur Plasmamembran transloziert.

Abb. 30: Lokalisation des ORS5-Proteins
in P19-Zellen. 12 h ORS5-SFVI-Cap-
infizierte P19-Zellen wurden Methanol-
fixiert und mit ORS5- und Ziege-anti-Maus
Cy3-konjugiertem  Antikorper immun-
markiert. Die Analyse der Zellen erfolgte
durch Konfokal-Mikroskopie. A:
Durchlicht; B: Fluoreszenzmarkierung.
Skalierungsbalken 20 pm.

3.2.3. Expression und Lokalisation von ORS: Zusammenfassung

Der Gebrauch von konstitutiven Vektoren sowie die Transfektion mit Hilfe von Lipiden
resultierten in einer schwachen OR-Expression sowie niedriger Transfektionseffizienzen. Durch
Infektion der P19-Zellen mit rekombinanten Viruspartikeln wurde eine starke Geruchsrezeptor-
Expression sowie hohe Transfektionseffizienzen von iiber 80% erzielt. Aufgrund hoherer ORS5-
Biosyntheseraten bei Verwendung des Capsidgen-haltigen Klonierungsvektors wurde dieser fiir
nachfoldende Untersuchungen ausgewéhlt. In P19-Zellen exprimierter ORS5 Rezeptor zeigte zwar
nur schwache N-Glykosylierung, dennoch erfolgte die korrekte Translokation des Proteins zur
Plasmamembran. Die Untersuchung des UPR-Status und der ORS-Expressionsstirke in
S. cerevisiae ermoglichte die Selektion eines effektiven Expressionsstammes mit einer ORS-
Biosyntheserate von 0,9ng/pg Gesamtmembranen. Auch in Hefe erfolgte nur eine schwache

N-Glykosylierung, die Ergebnisse zur Proteintranslokation waren nicht eindeutig.

Seite 82



FErgebnisse

3.3. Generierung eines monoklonalen Antikorpers spezifisch fiir den

Geruchsrezeptor ORS aus Rattus norvegicus

Zu Beginn der Arbeit erfolgte die Detektion des Geruchsrezeptors iiber eine fusionierte Histidin-
Sequenz. Es zeigte sich jedoch, dass die Herstellung von ORS5-Antikérpern u. a. fiir die
chromatographische Isolierung des Rezeptors durch Immunoprézipitation notwendig war.
Generell bieten monoklonale Antikorper zusidtzlich die Moglichkeit, ,, Tag“-freie heterologe
Proteine zu produzieren. Dadurch sollen Verdnderungen der nativen Proteinstruktur und —

Funktion, verursacht durch zusitzliche Aminosduresequenzen, vermieden werden.

Der sinnvolle Gebrauch von monoklonalen oder polyklonalen Antikdrpern ist methodenabhingig.
Monoklonale Antikorper erkennen und binden spezifisch Antigene, die im Fall von Proteinen aus
wenigen Aminosduren, aber auch aus definierten Tertidrstrukturen bestehen konnen. Solche
Antikorper werden hdufig fiir komplexe Methoden, wie z. B. die Immunoprézipitation oder Co-
Kristallisation verwendet. Polyklonale Antikdrper hingegen stellen ein Gemisch verschiedener
Spezifititen dar und sind demnach nur bedingt einsetzbar, z. B. in Detektionsmethoden. Um ein
breites Untersuchungsspektrum zu ermoglichen, war es deshalb notwendig, monoklonale

Antikdrper herzustellen.

3.3.1. Antigen-Herstellung und Generierung von Hybridomazellen

Zum damaligen Zeitpunkt stand kein gereinigtes OR5-Protein zu Verfiigung. Aus diesem Grund
wurde ein synthetisches Peptid des Geruchsrezeptors zur Immunisierung verwendet. Anhand von
Computeranalysen wurden zwei Peptidsequenzen des Proteins als potentiell immunogen ermittelt:
die zweite extrazelluldre Schleife sowie der C-Terminus des ORS5-Proteins. Eine Synthese der
extrazelluliren Domine war aus technischen Griinden nicht mdglich, weswegen der 20
Aminosduren lange, synthetisch hergestellte C-Terminus des Rezeptors zur Immunisierung
verwendet wurde. Die Sequenz NH; -RDIKGAMERIFIFCKRKIQLNL-COO™ des C-Terminus
wurde N-terminal mit einem Cystein versehen, um das Hapten {iber eine Thioetherbindung an die
reaktiven Maleimidgruppen des immunogenen Tragersubstrates ,,keyhole lympet haemocyanine*
(KLH) zu koppeln (s. 2.5.1.1.). KLH ist ein ~8-9 x 10° kDa groBes Protein aus Megathura
crenulata, welches durch seinen hohen Anteil an Lysinresten leicht modifiziert werden kann. Die
Kopplung an ein grofles Tragerprotein wie KLH war notwendig, da Haptene mit einem
Molekulargewicht von weniger als 3 kDa oftmals keine ausreichende Immunantwort hervorrufen

konnen.
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Die Immunisierung (s. 2.5.1.2.) wurde an zwei weiblichen, vier - fiinf Wochen alten Balb/C
Maiusen {iber einen Zeitraum von zwei Monaten mit 4 (Alu/Pertussis) bzw. 7 (Freundsches

Adjuvant) Injektionen mit steigenden Konzentrationen des Antigens durchgefiihrt.

Durch die Fusion von Antikorper-produzierenden B-Lymphozyten-Zellen einer immunisierten
Maus mit Myelomazellen (Tumorzelle eines B-Lymphozyten) (Kearney et al. 1979) ist es
moglich, Hybridzellen zu erzeugen, welche sowohl die Féhigkeit der Antikdrperproduktion als
auch die Unsterblichkeit einer Krebszelle in sich vereinen. Diese Zellen konnen sich demzufolge
unbegrenzt vermehren, wihrend sie ebenfalls dauerhaft Antikorper gegen das Antigen
sezernieren, mit dem die Maus immunisiert wurde. Eine Selektion der Hybridzellen erfolgt iiber
das Wachstumsmedium. Es enthdlt Aminopterin, einen Inhibitor der de novo Biosynthesewege
zur Nukleotidherstellung. Folglich miissen die B-Lymphozyten einen Stoffwechselnebenweg
benutzen, um ihre Nukleinsduren zu bilden. Dieser Syntheseweg wurde in den verwendeten
Myelomazellen durch Behandlung mit 8-Azaguanin und eine dadurch ausgeldste Mutation
ausgeschaltet. Die Zellen konnen daher im unfusionierten Zustand nicht in Medium wachsen,
welches Hypoxanthin, Thymin und den Inhibitor Aminopterin enthdlt. Die unfusionierten
Milzzellen wiederum sind nicht iiberlebensfdhig, da es sich nicht um proliferierende Zellen
handelt. Demnach vermehren sich nur Fusionszellen, welche anschlieBend auf ihre

Antikorperproduktion untersucht werden konnen.

In Abbildung 31 ist der methodische Verlauf bis zur Generierung von Hybridomazellen

schematisch dargestellt.

ORS5

@ PAI3
+KLH 4 Myelomazellen

- pr— (2> "9
Antigen { Q \(

O,

Hybridomazellen

Abb. 31: Schematische Darstellung der Immunisierung und Zellfusion. Eine Balb/C Maus wurde mit KLH-
gekoppeltem Antigen immunisiert, und anschlieend eine Fusion der Milzzellen mit PAIB;Ag81 Myelomazellen
durchgefiihrt.

Seite 84



FErgebnisse

3.3.2. Identifizierung und Isolierung von ORS-Antikorpern

Nach der Phase der Immunisierung, Préparation der Milzzellen und Fusion mit immortalisierten
PAIB;Ag81 Myeloma-Zellen wurden die Uberstinde der entstandenen Hybridome mit der
ELISA- (s. 2.5.2.) und Dot-Blot-Methode (s. 2.6.11.) beziiglich ihrer Antikorper-Spezifitit
untersucht. Diese beiden Methoden wurden gewdhlt, da verschiedene Antikérper oftmals in
unterschiedlichen Methoden reaktiv sind. Demnach kann ein im ELISA nicht reaktiver
Antikorper durchaus spezifische Signale in der Immunmarkierung an ganzen Zellen oder im

Western-Blot hervorrufen.

In verschiedenen Seren beider Mause wurden ORS5-Antikorper nachgewiesen. In Abbildung 32 ist
beispielhaft ein ELISA (A) und der dazugehorige Dot-Blot (B) dargestellt. Die Beschichtung der
ELISA-Platten, bzw. der Nitrocellulosemembran fiir die Dot-Blot-Methode, erfolgte mit in PBS
gelostem, synthetischen ORS-Peptid. Nach Behandlung mit Antikdrperiiberstanden erfolgte die
Inkubation mit einem Sekundérantikorper. Durch ein an diesen Antikorper gekoppeltes Enzym -
eine alkalische Phosphatase bzw. eine Meerrettich-Peroxidase - kommt es zur enzymatischen
Spaltung eines Farbsubstrates. Unterschiedliche Farbungsintensitidten zeigen somit verschieden
starke Reaktivitdten getesteter AntikOrperiiberstinde an. So war die Selektion hochaffiner

Antikdrper moglich (z.B. a3, c2, e5, hl).
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Abb. 32: Selektion von ORS5-Antikérpern in Hybridomazelliiberstinden. Zelliiberstinde von
Hybridomazellgemischen wurden im ELISA und DOT-Blot auf OR5-Antigenbindung getestet. Eine ELISA-Platte
und eine Nitrocellulosemembran wurden mit OR5-Peptid beschichtet und 1h bei RT mit Hybridomazelliiberstinden
inkubiert. Anschliefend erfolgte die Nachweisreaktion mit alkalischer Phosphatase bzw. Peroxidase-vermittelter
Farbreaktion. A: ELISA; B: DOT-Blot.
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Nach Selektion OR5-Peptid-spezifischer Antikdrper wurde eine Subklassenbestimmung mit dem
Mouse Typer Isotyping Panel von BioRad durchgefiihrt (s. 2.5.2.2.), um IgG-produzierende
Zelllinien zu identifizieren. Nur diese Subklasse kommt fiir eine dauerhafte Antikérperproduktion
in Frage, da IgMs instabile Vorldufer-Antikdrper der primiaren Immunantwort sind, weswegen sie
hdufig auch ,Frithantikorper® genannt werden. Der Ouchterlony Test (Ouchterlony, O., 1953)
wurde in einigen nicht eindeutigen Fillen zusitzlich durchgefiihrt (s. 2.5.2.2.). Diese Methode
beruht auf der so genannten radialen Doppeldiffusion von kompatiblen Antigenen und
Antikorpern in einer Agarosematrix mit Ausbildung einer sichtbaren Prézipitation an der
Grenzflache ihrer Diffusionsfronten. Der Subklassentest von Sigma-Aldrich beruht zwar auch auf
einer Bindung Antikdrper-Subklassen-spezifischer Antikorper, es traten jedoch teilweise

Mehrfachsignale auf.

Durch die Kombination dieser Methoden wurden verschiedene Zelllinien identifiziert, welche
ORS5-IgG1 und -IgG2b-spezifische monoklonale Antikdrper sezernierten. Von insgesamt 282
untersuchten monoklonalen Antikorperiiberstinden zeigten fiinf IgGl- und sechs IgG2b-

Antikorper spezifische Wechselwirkungen mit dem C-Terminus von ORS.

Die Reinigung der Antikorper 22-145-3 und 23-40-3 erfolgte durch Affinitdtschromatographie an
Protein A Sepharose mit anschlieBender Dialyse (s. 2.5.1.4.). Die Reinheit der isolierten
Antikorper wurde jeweils durch denaturierende Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung

kontrolliert.

Abbildung 33 zeigt die Untereinheiten des gereinigten Antikdrpers 22-145-3 in der PAGE.

Antikorper wurde bei 95°C denaturiert,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie-
G250 gefarbt. 1: GroBenstandard; 2: Untereinheiten des
Antikorpers mit der Nummer 22-145-3.

1 2

148 .
E‘ 98
. 64 . .
2 50 -~
<
=
0 36 Abb. 33: Coomassie-Firbung des gereinigten,
-‘—; denaturierten IgG2b Antikorpers 22-145-3 in der
% - PAGE. Uber Protein A Sepharose gereinigter
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In Abbildung 34 sind die im ELISA gemessenen und gegen einen Leerwert ohne Erstantikorper
korrigierten Extinktionswerte der gereinigten monoklonalen ORS5-Antikorper 22-145-3 und
23-40-3 dargestellt. Der Anstieg der Extinktionswerte um das bis zu 121-fache gegeniiber einer
Kontrolle, in der kein Erstantikorper eingesetzt wurde, belegt deutlich eine spezifische Interaktion
des Antikérpers mit dem ORS-Antigen. Die verschieden hohen Extinktionen weisen auf

unterschiedlich starke Antigen-Affinitdten der monoklonalen Antikorper hin.

3
2,5
g 2
=
py 15 - Abb. 34: Vergleich spezifischer
- v Antikorper/Antigen-Bindungen gemessen
8 1 im ELISA. Dargestellt sind die im ELISA
gemessenen Extinktionswerte von zwei
0,5 monoklonalen ORS5-Antikorpern nach
Anbindung an das synthetische ORS-Peptid
0 ‘ und Bindung eines Sekundirantikorpers
Kontrolle MA 22-145-3  MA 23-40-3 verglichen mit einer Kontrolle ohne
Primérantikorper.

Vier ORS-spezifische Antikorper (22-134-3, 22-27-7, 23-40-4 und 22-145-3) wurden im
Anschluss im Western-Blot und der Immunmarkierung an fixierten P19-Zellen (s. 2.5.5.2.)
getestet. Obwohl alle Antikdrper im ELISA spezifisch mit dem ORS5-Peptid reagierten, waren im
Western-Blot nur der Antikorper 22-145-3 und in der Immunmarkierung an fixierten Zellen alle
bis auf den Antikorper 22-134-3 reaktiv. Die Reaktivititen der vier Antikérper in den
verschiedenen Methoden sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10: Isolierte monoklonale ORS5-Antikorper und ihre Reaktivititen in angewandten Methoden. -:
Detektion von ORS in Methode nicht moglich; +: Detektion von ORS5 in Methode moglich; n.g.: nicht getestet.

Bezeichnung Antikorper- ELISA Western-Blot Immun- Immunoprizipitation
Antikoérper subklasse markierung
22-134-3 IgGl + - - n.g.
22-27-7 IgGl + - + n.g.
23-40-4 IgGl1 + - + i
22-145-3 1gG2b + + + +
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Im Zuge der Antikorper-Charakterisierungen wurde aus einer Vielzahl monoklonaler Antikorper
ein Repertoir ORS-spezifischer Antikorper isoliert, mit denen die Detektion des denaturierten

Rezeptorproteins im Western-Blot und der Immunmarkierung fixierter Zellen moglich war.

Da sich der IgG2b Antikorper 22-145-3 besonders durch seine Methoden-Unabhéngigkeit und die
zusdtzliche Bindungsfiahigkeit des nativen Rezeptor hervorhob, wurden seine Spezifitit und

Affinitit in BIACORE-Messungen (s. 2.5.6.) untersucht.

3.3.3. Biacore: Analyse des IgG2b ORS-Antikorpers 22-145-3

Die BIACORE-Messungen lieferten die Bestitigung fiir die Spezifitdt und hohe Affinitit des
isolierten monoklonalen IgG2b Antikorpers 22-1-45-3. Demzufolge konnte dieser ORS-

Antikorper in weitere Untersuchungen integriert werden.

Der MeBaufbau eines BIACORE-Experimentes besteht in der Immobilisierung einer Substanz auf
einem Sensorchip und der anschlieBenden Untersuchung der Bindungsfihigkeit des zu testenden
Bindungspartners an dieser Oberfliche. Die Wechselwirkung kann durch das Phidnomen der
Oberfliachen-Plasmonen-Resonanz (SPR) in Echtzeit verfolgt werden. Ein Anstieg des SPR-
Signals nach Injektion des Analyten auf die Oberfliche zeigt eine Bindung der Molekiile an den

immobilisierten Liganden an.

Das synthetische ORS5-Peptid wurde iiber den N-Terminus an einen CM5-Chip der Firma
BIACORE gekoppelt. Dieser Chip enthdlt vier unabhdngig voneinander ansteuerbare
Oberfldachenbereiche, so dass parallel verschiedene Oberflichenbelegungen getestet werden
konnten. Spur 1 auf der Chipoberfliche wurde zur Durchfithrung einer Negativkontrolle mit
einem zufillig gewédhlten Peptid, dem Laminin ,,P19* (19 Aminoséduren) aus der a-Kette des
Laminins, beladen. Spur 2 wurde mit reinem ORS5-Peptid beladen, wihrend auf Spur 3 eine 80:20
Verdiinnung des ORS5-Peptides mit einem RB2/2-Peptid und auf Spur 4 100% [mol/mol] des
Verdiinners RB212 aufgebracht wurden. Der Verdiinner RB212 wurde gewahlt, weil aufgrund
seiner Sequenz keine Phasenseparation mit dem ORS5-Peptid zu erwarten war, und insofern eine

Verdiinnung der verfiigbaren Bindungsepitope auf der Oberflache erreicht werden sollte.

Abbildung 35A belegt eine konzentrationsabhdngige Bindung des ORS5-Antikorpers 22-145-3 an
das synthetische ORS5-Peptid. Aus Kurvenform, Signalhdhe und der Konzentration des
eingesetzten Analyten ist eine Berechnung der Bindungsstirke (Affinitdt, Kp-Wert) moglich. Zu

diesem Zweck wurden Kurvenanpassungen fiir jeden Kurvenverlauf einer Analytenkonzentration
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vorgenommen, die in der Abbildung jeweils der schwarzen Kurve entsprechen. Generell liegen
die ermittelten KD-Werte von monoklonalen Antikorpern im Bereich von x*107™ bis x*107'°. Der
aus diesen Messungen ermittelte K, Wert des verwendeten Antikorpers betrug 1,9%10”, welcher

auf eine hochaffine Bindung zwischen dem Antikorper 22-145-3 und dem ORS5-Peptid hinweist.

Die Spezifitit des Antikorpers wurde durch Bindung von 500 nM 22-145-3 an alle 4 Spuren
untersucht (Abb. 35B). Es trat eine signifikante Préiferenz flir das Antigen auf (Spur 2), wobei
jedoch ebenfalls eine schwichere Bindung an die RB272-Molekiile stattfand (Spur 1). Da vorher
keine Referenzen etabliert waren, konnten Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen werden, wie im
Falle des Verdiinners RB212. Die Spezifitit konnte dennoch deutlich anhand der Negativkontrolle

gezeigt werden: das Laminin-Fragment interagierte nicht mit dem getesteten Antikorper (Spur 4).
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Abb. 35: BIACORE-Messung: Bindung des IgG2b ORS-Antikorpers 22-145-3. A: Dosisabhéingige Bindung an
das synthetische ORS5-Peptid. Verschiedene Konzentrationen des Antikdrpers wurden auf dem ORS-Peptid
beschichteten BIACORE-Chip analysiert. Kurve 1: 0 nM Antikorper ; Kurve 2: 31,5 nM 22-145-3; Kurve 3: 62,5 1M
22-145-3; Kurve 4: 125 nM 22-145-3; Kurve 5: 250 nM 22-145-3; Kurve 6: 500 nM 22-145-3. Die schwarzen
Kurven beschreiben die Kurvenanpassungen der einzelnen Laufe. B: Bindung des Antikorpers 22-145-3 an
verschiedene Substrate. 500 nM des Antikorpers wurden fiir die Analyse der Antikdrper-Spezifitit eingesetzt. Spur 1:
100% RB212; Spur 2: 100% ORS-Peptid; Spur 3: 20% ORS5-Peptid/80% RB212; Spur 4: Laminin.
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3.34. Kopplung ORS-spezifischer Antikorper an Protein A-Sepharose

Die gereinigten monoklonalen ORS5-Antikorper wurden nicht nur zur Detektion sondern auch zur
Reinigung von ORS5 mittels Affinitdtschromatographie verwendet. Zu diesem Zweck wurden
zunichst der IgGl Antikorper 23-40-3 und der IgG2b-Antikdrper 22-145-3 an Protein A-
Sepharose gekoppelt (s. 2.5.3.). Die Kopplung an Immunglobulin-bindendes Protein A aus
Staphylococcus bietet den Vorteil, dass die Antikdrper gerichtet iiber ihren Fc-Teil gebunden
werden, und so ihre Fab-Doménen ohne sterische Hinderung fiir die Antigen-Bindung exponiert

werden (Eliasson, M. et al., 1989).

Die Verwendung einer solchen Matrix ermdglichte die Analyse der Antigen - Bindungsfihigkeit

der beiden Antikorper in der Immunoprézipitation.

Nach einer Inkubation mit solubilisiertem ORS5-Protein wurden je ein Aliquot der Sepharose, des
Durchflusses sowie der Waschschritte entnommen und durch SDS-PAGE und Western-Blot
analysiert. Es zeigte sich, dass der IgG2b-Antikorper 22-145-3 eine hohe Affinitdt zum nativen
Antigen aufwies, da der Hauptanteil des Zielproteins an der Antikérper-Sepharose gebunden war,
und nur ein geringer Anteil im Durchfluss detektiert wurde. Es erfolgte jedoch keine ORS-
Bindung an die IgG1l 23-40-3-gekoppelte Sepharose. Das Zielprotein wurde eindeutig im
Durchfluss und dem Waschschritt, jedoch nicht gebunden an der Sepharose, nachgewiesen. (Abb.
36). Entsprechend wurde in allen nachfolgenden Affinitdtschromatographien mit Antikorper-

Sepharose der IgG2b-Antikorper 22-145-3 zur Kopplung an die Sepharosematrix verwendet.

1 23 4 5 6 1 2 3 4 5 6
=)
2 -
9 am |75 75
é -_50 . I
E ‘- 30
£
2 -|15
s |a B ~ |15

Abb. 36: Immunopriizipitation des Rezeptorproteins mit ORS5-spezifischem IgG2b-Antikorper. Isolierter ORS5-
spezifischer IgG2b-Antikorper 22-145-3 wurde an Protein A-Sepharose gekoppelt und mit LPG-solubilisiertem ORS5-
Protein inkubiert. Die Bindung des Antigens OR5 an die Antikorpersepharose wurde im Western-Blot mit einem
Hiss-Antikorper iiberpriift. Spur 1: Uberstand LPG-Solubilisierung OR5; Spur 2-5: Waschen der Sepharose nach
Inkubation mit Solubilisierungsiiberstand; Spur 6: Protein A-Sepharose nach Inkubation mit solubilisiertem ORS-
Rezeptor.
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34. Isolierung des Geruchsrezeptors ORS

34.1. Isolierung von ORS aus S. cerevisiae wi

Durch die Etablierung einer optimierten Protein-Reinigungsstrategie wurde der Geruchsrezeptor

ORS mit einer hohen Reinheit aus rekombinanter S. cerevisiae isoliert.

34.1.1. Gesamtmembranpriparation und Solubilisierung

Da der ORS5-Rezeptor in den Membranen von S. cerevisiae vorliegt, wurde im ersten
Reinigungsschritt die Gesamtmembranfraktion isoliert. Aus ~20-30 g Zellen/Liter Kultur
(Nassgewicht [w/w]) konnten i. d. R. ~ 250-300 mg Gesamtmembranen prapariert werden. Durch
eine anschlieBende Hochsalz-Behandlung (s. 2.7.2.1.) wurden Membran-assoziierte Proteine
entfernt, und die gewonnenen Membranen anschlieBend zur Proteinsolubilisierung mit Detergenz
versetzt (s. 2.7.2.2.). Bei diesem Vorgang werden integrale Membranproteine aus der Membran
herausgelost. Die Stabilisierung der Membranproteine in einem polaren Milieu muss dann von
anderen Molekiilen als den Lipidmolekiilen der Membran {ibernommen werden (Thomas, T. C.
und McNamee, M. G., 1990). Diese Aufgabe libernehmen die Detergenzien, die durch ihre
amphiphilen Eigenschaften als Losungsvermittler fungieren. Die verwendeten Puffer wurden
zusdtzlich weitestgehend mit Glyzerin versetzt, um den stabilisierenden Effekt dieses Agens auf

Membranproteine zu nutzen.

Die Solubilisierung des Geruchsrezeptors erwies sich als problematisch, da ein Grof3teil des ORS5-
Proteins nicht durch géngige Detergenzien aus der Membran herausgeldst wurde. In Tabelle 11
sind die untersuchten Detergenzien sowie die ORS5-Solubilisierungseftfizienzen aufgelistet. Nur
wenige Detergenzien konnten das ORS-Protein in Losung tiberfiihren, und nur das synthetische
Lysophosphatidylglycerol 1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
(LPG, Abb. 37) bewirkte eine ORS-Solubilisierung von >50%. Zwittergent 3-16 erwies sich
ebenfalls als geeignet, da unter bestimmten Bedingungen ORS5-Solubilisierungen von annihernd

50% erreicht wurden.

In Abbildung 38 sind beispielhaft im Western-Blot-analysierte Solubilisierungen mit 8
Detergenzien aufgefiihrt. Das Detergenz FOS12 zeigte zwar eine hohere Solubilisierungseftfizienz
als viele andere Detergenzien, eine ORS5-Solubilisierung von ~40% konnte aber nur durch den
Einsatz eines relativ hohen Detergenz:Protein Verhéltnisses von 1:4 erreicht werden. Ein weiteres
Problem fiir die Verwendung der genannten Detergenzien war die Skalierung der

Solubilisierungsansitze auf groBere Volumina. Die Testsolubilisierungen wurden in jeweils
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500 pl durchgefiihrt, wihrend ein Ansatz fiir Proteinisolierungen im Mafstab mehrerer 100 ml
lag. Es zeigte sich, dass die im kleinen Volumen erreichten Solubilisierungseffizienzen stark
abnahmen, wenn groere Volumina verwendet wurden. Letztendlich wurden in dieser Arbeit die
beiden effizientesten Detergenzien, LPG und Zwittergent 3-16, verwendet, wobei auch bei diesen

Detergenzien eine deutliche Reduktion der Solubilisierungseffizienz in grolen Volumina auftrat.

OH O . .
I H, OH Abb. 37: 1-Palmitoyl-2-Hydroxy-sn-
HO \)\/ o~ F{“‘o\)"\/o\r\/\/\/\/\/\/\/ Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
00 ! (LPG).
Na
LPG DDM oG NG |FOS12 |[LDAO |C12E9 | Triton
- U S|/ 0O sS|US|US|U S|Us|US|U s
A
=,
2 98—
< —
S 64
e 50 —
=
£
< 36 —
= - .. - - .- . -

Abb. 38: Solubilisierungen von ORS-Protein aus Gesamtmembranen des Produktionsstammes S. cerevisiae
wl. Die Solubilisierung von ORS5 erfolgte bei 4°C fiir jeweils 30 min in einem Volumen von 500 pl. Nach
Fraktionierung der Proben in der Ultrazentrifugation fiir 60 min bei 100.000xg wurde die ORS5-Solubilisierung
anhand der Verteilung des Zielproteins in Cytosol bzw. Gesamtmembranen iiber SDS-PAGE mit anschlieBendem
Western-Blot bestimmt. LPG, Endkonzentration 1%; DDM, Endkonzentration 2%; OG, Endkonzentration 2%; NG,
Endkonzentration 2%; FOS12, Endkonzentration 2%; LDAQO, Endkonzentration 2%; C12E9, Endkonzentration 1%;
Triton-X 100, Endkonzentration 1%.

Die Abhéngigkeit der Solubilisierungseffizienz vom LPG:Protein-Verhéltnis ist in Abbildung 39
dargestellt. Aus dem Experiment geht deutlich hervor, dass durch die Verwendung hdherer
Detergenz:Protein-Verhiltnisse eine verbesserte Solubilisierungseffizienz von bis zu 100%
erreicht wurde. Da es sich bei LPG jedoch um ein Lipid handelt, welches zum einen
verhéltnisméiBig kostenintensiv und zum anderen bei hdoheren Konzentrationen durch die
Viskositét schlecht handhabbar ist, wurde in der Regel mit einem Detergenz:Protein Verhiltnis

von 1:1 gearbeitet.
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Abb. 39: Konzentrationsabhéingige Solubilisierung von ORS aus Gesamtmembranen des Produktionsstammes
wl. Jeweils 2,5 mg Gesamtmembranen des Produktionsstammes w/ wurden in 500 pl Reaktionsvolumen mit
aufsteigenden Mengen (1,25 mg-12,5 mg) LPG versetzt und 1 h bei 4°C gemischt. Nach Fraktionierung der Proben
in der Ultrazentrifugation fiir 60 min bei 100.000xg wurde die OR5-Solubilisierung anhand der Verteilung des
Zielproteins in Cytosol bzw. Gesamtmembranen iiber SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot bestimmt.

Anfangs wurden die Gesamtmembranen vor der eigentlichen Solubilisierung 1 h mit 1% (w/v)
Lauryldimethylamin-N-oxid (LDAO) versetzt, welches ~50% der zelleigenen Membranproteine
in groflen Volumina, jedoch <10% des rekombinanten Proteins aus der Membran 16ste (Daten
nicht gezeigt). Diese ,,Prisolubilisierung® sollte als Reinigungsschritt verwendet werden, um
einen Grof3teil der hefeeigenen Membranproteine schon vor der eigentlichen OR5-Isolierung zu
entfernen. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Solubilisierungseffizienz von LPG durch diese
Vorbehandlung der Membranen stark reduziert wurde. Ursache hierfiir war eine Verdnderung der
Membranzusammensetzung, wodurch sich das  Solubilisierungsverhalten nachfolgend
eingesetzter Detergenzien verdndern kann. Demnach konnte diese Methode nicht verwendet

werden, um die Reinigung des Geruchsrezeptors zu optimieren.

Obwohl Zwittergent 3-16 im Vergleich zu LPG eine schwichere Solubilisierungseffizienz
gegeniiber ORS aufwies, wurde es verwendet, wenn Vorgehensweisen getestet oder optimiert
werden mussten, da LPG verhéltnisméaBig kostenintensiv ist. Zu diesem Zweck wurde gezeigt,
dass das Detergenz gegeniiber LPG keine Verdnderung der Reinigungsprofile verursachte, und

insofern als Ersatz-Detergenz bei kleineren Ansitzen fungieren konnte.

Gereinigtes ORS5-Protein, welches in Funktionsstudien oder Kristallisationsansitzen verwendet
wurde, resultierte jedoch in allen Fillen aus Isolierungen mit vorangegangener LPG-

Solubilisierung.
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Tab. 11: Zur Solubilisierung von OR5 verwendete Detergentien. Gezeigt sind alle untersuchten Detergenzien; die
Solubilisierungsansidtze wurden in einem Volumen von 500 pl angefertigt. Detergentien, welche eine ORS-
Solubilisierung von >10%, sind fett geschrieben, die %-Werte nach dem Detergenz gegen den Anteil solubilisierten
ORS5-Proteins bei einer Konzentration von 2% im Reaktionsvolumen an. Alle anderen bewirkten eine ORS-
Solubilisierung von <10%.

Fluka:
Octaethyleneglycol-Monododecylether
Octaethyleneglycol-Monotetradecylether
Octaethyleneglycol-Monohexadecylether
Octaethyleneglycol-Monooctadecylether
LDAO, 10,7%

Biomol:

Nonyl-B-D-Maltosid

Cymal-1 (Cyclohexyl-Methyl-B-D-Maltosid)
1-S-Octyl-B-D-Thioglukosid
N-Heptyl-p-D-Glukosid
Decyl-B-D-Glukosid
N-Tridecyl-pB-D-Maltosid
N-Tetradecyl-B-D-Maltosid

Cymal-2 (Cyclohexyl-ethyl-B-D-Maltosid)
Cymal-3 (Cyclohexyl-Propyl-B-D-Maltosid)
Cymal-4 (Cyclohexyl-Butyl-p-D-Maltosid)
Cymal-5 (Cyclohexyl-Pentyl-B-D-Maltosid)
Cymal-6 (Cyclohexyl-hexyl-p-D-Maltosid)
N-Nonyl-B-D-Thioglukosid
Nonyl-B-D-glukosid

Anatrace:

Anagrade Hega-8

Anagrade Hega-9

Anagrade Hega-10

Anagrade Mega-8

Anagrade Mega-9

Anagrade Mega-10
N-Dodecylphosphocholine (FOS-12), 38,9%

Andere:
Digitonin (Sigma-Aldrich)
C8ES5 (Bachem, Bubendorf, Schweiz)

1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-glycerol
(Avanti Polar Lipids)

Zwittergent 3-14 (Calbiochem)
Octaethylenglycol Monododecyl Ether (C28H5809)

Octaethylenglycol Monohexadecyl Ether

(C32H6609)

LPC (Sigma-Aldrich)

Triton (Roth)

Sarcosine/Digitonin (Sigma-Aldrich)
LPG (Avanti Polar Lipids), 83,2%
Zwittergent 3-16 (Calbiochem), 43,1%

Undecyl-p-D-Maltosid
N-Decyl-B-D-Maltopyranoside
Octyl-B-D-Glukopyranosid
N-Dodecyl-B-D-Maltosid

3.4.1.2. Immobilisierte Metall-Affinitits-Chromatographie (IMAC)

Bei der Klonierung von ORS in den pITy3-Vektor (s. 3.1.2., Abb. 15) wurde C-terminal eine
Histidinabfolge sowie eine Flag-Sequenz eingefiihrt. Deshalb konnte zur Proteinisolierung ein
Chromatographieschritt mit Ni-NTA (s. 2.7.2.4.) integriert werden. Der erste Reinigungsschritt
wurde durch Bindung des solubilisierten Rezeptorproteins an Ni-NTA-Agarose in Anwesenheit
von 5 mM Imidazol und anschlieBender Elution mit Imidazol durchgefiihrt. Exemplarisch ist ein
Reinigungsprofil in Abbildung 40 dargestellt. In den Fraktionen 35-38 des Wasch-Vorganges mit
50 mM Imidazol erfolgte die Elution von Proteinen, bei welchen es sich jedoch basierend auf
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einer Analyse durch Immunoblot nicht um ORS5-Protein handelte. Das Zielprotein eluierte {iber
einen Bereich von 14 0,5 ml Fraktionen (ml 48-55) mit einem Elutionsmaximum in den
Fraktionen 56/57 (ml 51; 221 mM Imidazol). Die Elutionsfraktionen 53-61 wurden anschlieBend
vereinigt, und ein Aliquot zur Analyse des Reinheitsgrades in der SDS-PAGE analysiert. Obwohl
eine Aufkonzentrierung des Zielproteins erreicht wurde, zeigten die zusétzlich zum ORS5-Protein
im Gel aufgetrennten Proteinbanden deutlich, dass ein einziger Chromatographieschritt zur
vollstindigen Reinigung von ORS nicht ausreichte (Abb. 42). Deshalb war die Einfithrung eines
weiteren Reinigungsschrittes notwendig. Da zu diesem Zeitpunkt der Arbeit bereits
hochspezifische = ORS5-Antikorper  vorlagen, sollte die IMAC-Methode mit einer
Affinitdtschromatographie unter Verwendung der monoklonalen OR5-Antikérper kombiniert und

so ein hoherer Reinheitsgrad des Geruchsrezeptors erzielt werden.

22 - - 500
2,0 -
132 7 B 400
14 - =
L - 300 &
B 1,0 1 3
i - 200 S
0,8 F
0,6 - =
0,4 - - 100
02 - Imidazol /\\_’\
0 T ) T T T T T O

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Puffervolumen nach Injektion der Probe [ml]

Abb. 40: Elutionsprofil einer Ni-NTA Chromatographie mit LPG-solubilisierten Gesamtmembranen des
S. cerevisiae-Produktionsstammes wIl. Die Inkubation des Solubilisierungs-Uberstandes mit Ni-NTA-Agarose
erfolge tiber Nacht bei 4°C unter langsamen Schwenken. Die Agarose wurde anschlieBend in eine Chromatographie-
Sédule iiberfiihrt und nach dargestelltem Reinigungsprofil gewaschen und mit ansteigenden Konzentration Imidazol
behandelt. Die Elutions-Fraktionen wurden in einem Kollektor gesammelt und weiteren Analysen unterzogen.

3.4.1.3. ORS-Affinititschromatographie

Monoklonale Antikorper eignen sich nicht nur zur Detektion von Proteinen sondern auch fiir die
Immunoprizipitation eines Antigens. Die Affinitdtschromatographie basiert auf der
biospezifischen Interaktion zwischen einem Liganden und dessen Zielmolekiil. An einer festen
Matrix immobilisierte Liganden oder Antikorper binden das Zielprotein, welches im Anschluss
gezielt eluiert werden kann. Diese Methode ist sehr effektiv zur Proteinisolierung einsetzbar. Der
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einzige kritische Schritt bei der Verwendung einer Antikdrper-Chromatographie ist die Elution
bei niedrigem pH. Kurzzeitig liegt das eluierte Protein bei einem niedrigen pH-Wert vor, wodurch
die Stabilitdt des Proteins beeintrachtigt werden kann. Durch Integration der hergestellten ORS-
Antikorper in die Reinigungsstrategie wurde ein deutlicher Reinigungseffekt gegeniiber dem

Eluat aus der Ni-NTA-Chromatographie erzielt (Abb. 41).

Zur Herstellung einer Affinitdtsmatrix wurde gereinigter ORS-Antikorper mit Hilfe von
kreuzreaktivem Dimethylpimelimidat an eine Affi Prep Protein A Matrix von BioRad gekoppelt
(s. 2.5.3). Anschliefend wurde ein Chromatographie-Lauf mit einer pH-induzierten Elution des
Proteins durchgefiihrt (s. 2.7.2.6.). Ein Aliquot dieser Probe wurde zur Analyse des
Reinheitsgrades in der PAGE getrennt und mit Coomassie G-250 gefarbt.

1 2 3
[
08 |
64 —_—
50 | s
36 | ww

* Abb. 41: Vergleich des ORS5-Reinheitsgrades nach Ni-NTA-
und Ni-NTA+ORS-Affinititschromatographie. Jeweils ein
Aliquot der Ni-NTA-Elution und der Elution der ORS-
22 ; Affinitdtschromatographie wurden einer PAGE unterzogen und

‘ mit Coomassie gefirbt. Spur 1: SeeBlue Plus 2 GroBenstandard;
Spur 2: Elutionsfraktion der Ni-NTA-Chromatographie; Spur 3:
Elutionsfraktion der ORS5-Affinititschromatographie; #: ORS-
Monomer.

Molekulare Masse [kDa]

Durch die Kombination der Ni-NTA- und Antikdrper-Affinitdts-Chromatographien wurden zwar
groftenteils  Verunreinigungen  im  hdhermolekularen ~ Bereich  entfernt,  durch
massenspektroskopische Methoden (AG Oesterhelt, Frank Siedler, MPI fiir Biochemie,
Martinsried) und N-terminale Sequenzierung (AG Lottspeich, MPI fiir Biochemie, Martinsried)
wurde jedoch anstelle von ORS das 60S-ribosomale Hefeprotein RL2 identifiziert. Da das ORS-
Protein jedoch erfolgreich durch Immunmarkierung nachgewiesen wurde, war die OR5-Probe
offensichtlich durch das ribosomale Protein kontaminiert und wurde aufgrund &hnlicher Grof3e in

der Gelelektrophorese nicht abgetrennt.

Um auch diese Kontamination zu entfernen, musste das Reinigungsprotokoll weiter optimiert
werden. Zuerst wurde der Versuch unternommen, das ribosomale Protein durch eine geeignete

Vor-Fraktionierung der Gesamtmembranen zu entfernen. Diese Fraktionierung ist mit Hilfe eines
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kontinuierlichen 10-60% [w/v] Saccharose-Gradienten (s. 2.6.5.1.) mdglich: durch die
anschlieBende Zentrifugation reichern sich die Membranbestandteile in dem Bereich des

Gradienten an, der ihrer eigenen Schwebedichte entspricht.

Bedingt durch die unterschiedliche Dichte der ribosomalen Proteine und der Membranen konnten
2 Hauptfraktionen isoliert werden, von denen jene mit der geringeren Dichte vorwiegend die
Membranen, jene der hoheren Dichte die Ribosomen enthalten sollte. Um die Effektivitit dieser
Methode zu iiberpriifen, wurde die Verteilung des OR5-Proteins in den einzelnen Fraktionen im
Western-Blot analysiert. Wie aus Abbildung 42 ersichtlich wird, konnte der Saccharosegradient
nicht als Reinigungsverfahren eingesetzt werden, da ~55% des Zielproteins in der schwereren, der
»ribosomalen® Fraktion (1) nachgewiesen wurden, wéhrend sich nur 31,5% des Proteins in der
leichteren, der ,,Membranproteinfraktion® (3) befanden. 13,8% des Proteins war zudem

prézipitiert und wihrend der Zentrifugation sedimentiert.

60 Abb. 42: Verteilung von ORS in
50 verschiedenen Fraktionen eines 10-60%
kontinuierlichen Saccharose-Gradienten.
E 40 7 Gesamtmembranen wurden wie in Kapitel 2.6.3
© 30 - beschrieben hergestellt und in einem 10-60%
X [w/v] Saccharosegradienten aufgetrennt. 1:
20 untere Fraktion (,,ribosomale Fraktion®); 2:
10 - . Sediment; 3: obere Fraktion
(,Membranfraktion®). Die Signalstirken im
0 Western-Blot wurden mit Scion Image (Scion
1 2 3 Corporation, Release Beta 4.0.2) bestimmt und

graphisch dargestellt.

Die bisher gewéhlten chromatographischen Methoden fiihrten offenbar nicht zu einer
ausreichenden = Reinheit des  Geruchsrezeptors.  AuBerdem  wurde  durch  die
Gradientenzentrifugation keine effektive Abtrennung der ribosomalen Proteine vom ORS5-Protein
erzielt. Aufgrund dessen multe ein alternativer Reinigungsschritt in Kombination bzw. anstelle
eines der bisher verwendeten Chromatographieverfahren eingefiihrt werden. Ausgewéhlt wurde

ein lonenaustauscher.
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3.4.1.4. lonenaustauscherchromatographie: MonoS

Das Verfahren der lonenaustauscherchromatographie (s. 2.7.2.5.) beruht auf der reversiblen
Absorption von geladenen, 16slichen Biomolekiilen an immobilisierte, geladene Gruppen einer
Tragermatrix durch elektrostatische Wechselwirkungen. Die Interaktion ist dabei abhédngig von
der Ladung des Trdgermaterials und der Ladung der Biomolekiile unter gewéhlten pH-
Bedingungen. Es existieren zwei Typen von lonenaustauscher Gruppen: die Anionenaustauscher
mit den geladenen Gruppen Diethylaminoethyl (DEAE) und Quaterny Ammonium (Q) oder
Kationenaustauscher mit den Gruppen Carboxymethyl (CM) oder Sulphopropyl (SP). Die Wahl
der Ionenaustauschermatrix ist determiniert durch den pl des Zielproteins und die pH-Bedingung.
Der pl beschreibt den pH-Wert, bei dem die Anzahl der positiven Ladungen im Molekiil der
Anzahl der negativen Ladungen entspricht, und das Molekiil demnach eine Nettoladung von 0
besitzt. Fiir diese chromatographische Methode muss daher bei einem pH-Wert gearbeitet
werden, der entweder mindestens 1 pH-Einheit unter oder tiber dem pl des Zielproteins liegt. Bei
Proteinen mit einem relativ hohen pI-Wert, wie es fiir ORS mit einem pl von 8,4 der Fall ist, ist
ein Kationenaustauscher die Methode der Wahl. Gebundene Analyten werden anschlieBend

kompetitiv mit Salz eluiert.

Ausgewihlt wurde die MonoS-Séule von Amersham Biosciences. Um eine gute Bindung von
ORS5 und einen hohen Reinigungseffekt zu erzielen, wurde ein Lauf- und Probenpuffer im
Bereich von pH 6,7-7,3 verwendet, bedingt durch den pl-Wert des Geruchsrezeptors. Ein fiir
diesen pH-Bereich geeignetes Puffersystem basiert auf Na-Phosphat. Der Vergleich zweier
Natrium-Phosphat-Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten zeigte, dass die pH-Werte deutlich
das Elutionsverhalten von ORS5 beeinflussten (Abb. 43).

Wihrend das Zielprotein bei einem pH-Wert von 7,3 innerhalb eines Elutionsmaximums bei
415 mM NaCl eluierte, zeigten sich bei Verwendung des Puffers mit pH 6,7 zwei
Elutionsmaxima im Bereich von 222 und 425 mM NaCl. Nach Uberpriifung der Verteilung von
ORS5 innerhalb der Elutionspeaks stellte sich jedoch heraus, dass ORS iiber den gesamten Bereich
eluierte. Unabhingig vom pH-Wert war OR5 immer auch im Durchflufl zu finden. Da bei einem
pH-Wert von 7,3 jedoch eine vorwiegende ORS-Elution im Bereich der Schulter nach dem
Elutionsmaximum (462-535 mM NaCl) erfolgte, und somit eine deutlichere Abtrennung des

Zielproteins erzielt werden konnte, wurde diese Bedingung fiir weitere Versuche gewihlt.
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Abb. 43: Elutionssprofile LPG-solubilisierter Gesamtmembranen des S. cerevisiae-Produktionsstammes w1 in
der MonoS-Chromatographie. Vergleich verschiedener pH-Werte des Natriumphosphat-Puffers: A: pH 6,7; B: pH
7,3. Gestrichelte Kdsten markieren die untersuchten Elutionsfraktionen.

Um einen optimalen Reinigungseffekt zu erzielen, musste vorerst geklart werden, welche
Chromatographieverfahren in welcher Kombination die besten Ergebnisse erzielen. Deshalb
wurden parallel zwei Reinigungen von Zwittergent 3-16 solubilisiertem ORS5 durchfiihrt: die
Hilfte des solubilisierten Proteins wurde fiir eine Reinigung mittels IMAC (s. 2.7.2.4.) und ORS5-
Affinitdtschromatographie (s. 2.7.2.6.) verwendet, wihrend die andere Haélfte einer
Kationenaustauschchromatographie ~ mit  anschlieBender =~ ORS-Affinitdtschromatographie
unterzogen wurde. Das jeweils erhaltene Eluats nach der ORS5-Affinitdtschromatographie wurde
im Western-Blot mit dem ORS-Antikorper 22-145-3 untersucht. Sehr deutlich ist ein Unterschied
in der detektierten Menge des Rezeptors nach den verschiedenen Reinigungen zu erkennen (Abb
44). Obwohl aus Griinden der Vergleichbarkeit gleiche Volumina der jeweiligen
Elutionsfraktionen verwendet wurden, lag der Geruchsrezeptor im Eluat der Ni-NTA/ORS-
Affinitdtschromatographie deutlich iiber der Detektionsgrenze im Western-Blot (Spur 1), wiahrend

die OR5-Ausbeute unter Verwendung des Kationenaustauschers minimal war (Spur 2).

Eine mogliche Erklarung fiir dieses Resultat ist eine strukturelle Verdnderung des Zielproteins
durch Inkubation mit dem ,harten* Ionenaustauscher, so dass der C-Terminus eventuell in der

nachfolgenden Affinitits-Chromatographie nicht mehr zuginglich war.
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Abb. 44: Nachweis von OR5 im Western-Blot

ORS Affinitdtschromatographie; Spur2: Elution
nach Aufreinigung mit MonoS und ORS5-A ffinitéts-
chromatographie.

é nach  Ni-NTA/ORS-Affinitiitschromatographie
= und MonoS/ORS-Affinititschromatographie. Die
% 98 — Elutionsfraktionen der ORS-Affinitétschromato-
‘2“ graphie wurden mit 25% TCA gefillt und
o 04— elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis von
s 50— ORS5 im Western-Blot erfolgte mit OR5-Antikérper.
% 36— Spur 1: Elution nach Aufreinigung mit Ni-NTA und
)

=

Da der Gebrauch der untersuchten Kationenaustauscherchromatographie-Methode zu einem
hohen Verlust des Zielproteins fiihrte, wurde die Verwendung dieser Methode verworfen.
Aufgrund weiterer Optimierungen der IMAC parallel zu den Arbeiten mit der MonoS-basierten
Chromatographie konnten Bedingungen identifiziert werden, die zu einer erhdhten Reinheit des
Zielproteins fiihrten. Aufgrund dessen wurde die schon etablierte Kombination Ni-NTA/ORS-
Affinitdtschromatographie nach Optimierung der IMAC verwendet (siche Abb. 47): so wurde
zum einen die Imidazol-Konzentration wéihrend der Inkubation des Solubilisierungsiiberstandes
mit der NTA-Agarose von 5 mM auf 10 mM Imidazol erhéht. Zum anderen wurde die Agarose
mit 45 statt 20 SV in Anwesenheit von 50 mM Imidazol gewaschen. Mit diesem Protokoll wurde
die Reinheit des Rezeptorproteins erhoht, und in Folge die Anfangssequenz TERNQTYV von ORS5
in dieser Préparation durch N-terminale Sequenzierung nachgewiesen (AG Prof. Lottspeich,
Lauf-Nr. 133, 08.06.04). Offensichtlich konnte die Kontamination duch das ribosomale Protein

RL2 durch die Optimierung der Inkubations- und Waschbedingungen eliminiert werden.

3.4.1.5. Gelfiltration an Sephadex S-200

Es ist bekannt, dass die Tendenz von Proteinen, Kristalle auszubilden, mit ihrem Reinheitsgrad,
aber auch mit der Zunahme der Monodispersitét steigt. Da dies vor allem Proteine betrifft, die
selten kristallisieren - wie z.B. Membranproteine - sollte dieser Aspekt durch die Verwendung der
Gelfiltration (s. 2.7.2.7.) beriicksichtigt werden. Dieser finale Reinigungsschritt erhdhte erneut

den Reinheitsgrad des Zielproteins, sodass die Proteinisolierung abgeschlossen werden konnte.

Wihrend der Gelfiltration erfolgt eine Auftrennung der Proteine {iiber ihr apparentes
Molekulargewicht. Die Trennung basiert auf dem unterschiedlichen Permeationsverhalten der

Molekiile durch ein definiertes, pordses Trigermaterial, wobei das hydrodynamische Volumen
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der Probenmolekiile ihre Aufenthaltsdauer in der Matrix bestimmt. Dadurch konnen eventuell
vorhandene Oligomere des Proteins vom Monomer abgetrennt werden. Zusitzlich kann dieser

Chromatographieschritt fiir einen Austausch des Probenpuffers genutzt werden.

Aufgrund der geringen Proteinmengen konnte eine Superdex-200 Saule mit einem SV von 2,4 ml
(Pharmacia Biotech AB) verwendet werden. Als Laufpuffer diente Glyzerin-freier
Niedrigsalzpuffer. Im Elutionsprofil (Abb. 45) sind in den Fraktionen 4 bis 13 (0,86-1,66 ml)
mindestens 4 Maxima zu erkennen, welche nach genauerer Untersuchung durch Western-Blot-
Analysen (s. 2.6.11.) alle eluiertes OR5-Protein enthielten. Der Vergleich von Western-Blot und
Coomassie-Féarbung zeigte, dass die Fraktionen 11-13 (1,42-1,66 ml) die gro3te Menge des ORS5-
Proteins sowie die geringsten Kontaminationen enthielten. Das Maximum bei 1,47 ml ist nach
Vergleich mit dem GroBenstandard auf ein Molekiil mit einer Grofe von ~114.000 Da
zuriickzufiihren. Hierbei handelt es mit aller Wahrscheinlichkeit um das OR5-Monomer (37 kDa),
eingebettet in eine Digitonin-Mizelle (60x1.229 Da). Die Berechnung erfolgte anhand der Kav-
Werte, die linear gegen die logarithmisch aufgetragenen Molekulargewichte der Standardproteine
geplottet wurden. Dabei ist Kav=(Ve-Vo0)\(Vt-Vo), wobei Ve dem Elutionsvolumen, Vo dem
Totvolumen (0,9 ml) und Vt dem Bettvolumen (2,4 ml) der Sdule entspricht. Alle groBeren
Komplexe sind vermutlich auf groere Mizellen mit eventuell hoherer Anzahl OR5-Molekiile

oder auch Aggregate zuriickzufiihren.
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Abb. 45: Elutionsprofil der Gelfiltration einer ORS-Protein-haltigen Probe nach Ni-NTA und Antikérper-
Chromatographie. A: Elutionsprofil der OR5-haltigen Proteinprobe; B: Elutionsprofil des Standards (Amersham
Biosciences): 1: Ferritin, 440 kDa; 2: Aldolase 158 kDa; 3: Ovalbumin, 43 kDa; 4: Ribonuklease A, 13.700 Da.
Gestrichelte Késten markieren die untersuchten Elutionsfraktionen.
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Die Fraktionen 11-13 (Abb. 46) wurden nach entsprechender Konzentrierung fiir nachfolgende

Experimente, z. B. Tryptophanfluoreszenz Messungen, CD-Analysen und Kristallisationsansétze

verwendet.
1 2
_ 148 —=
< 98 -
—@ 64 — 5
2 50 i '
3
= 36 |-
&é [ N— Abb. 46: Coomassie-Firbung des isolierten ORS-
= Rezeptors aus dem S. cerevisiae-
f, Produktionsstamm wl nach einer
§ 22 abschlieBenden Gelfiltration. 1, GroBenstandard;
' 2, Fraktionen 11-13. *, ORS5-Monomer; %, ORS5-

Dimer.

Durch die Optimierung des Isolierungsverfahrens (Abb. 47) konnten letztendlich jeweils ca.

0,125-0,175 mg ORS5/1 Kultur mit einem hohen Reinheitsgrad isoliert werden.

Membranpréiparation/
Hochsalzbehandlung
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Présolubilisierung

|
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= —’l'l

ORS-Affinitits-
Chromatographie
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QGelfiltration ’
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Abb. 47: Ubersicht iiber die Reinigungsstrategien zur Isolierung von ORS5. Nach Optimierung der Ni-NTA/ORS5-
Affinitdtschromatographie wurde diese Methodenkombination zur Isolierung des Geruchsrezeptors verwendet.
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3.4.2. Isolierung von ORS aus OR5-SFV1Cap-infizierten P19-Zellen

Durch die virale Infektion mit dem verwendeten Semliki Forest Virus wird die
Translationsmaschinerie der Wirtszelle zum groBten Teil fiir die Produktion von viral kodierten
Proteinen eingesetzt. Zum einen resultiert daraus die hohe und schnelle Letalitit der Zellen, zum
anderen werden dadurch groBe Mengen des Zielproteins gebildet, welches zudem in einem relativ
hohen Reinheitsgrad vorliegt, da weniger kontaminierende endogene Zellproteine gebildet
werden (Lundstrom, K. ef al., 1994). Um zu {iberpriifen, ob dieser Umstand eine schnellere und
verbesserte Reinigung des Rezeptors ermdglicht, wurde parallel zu den Reinigungen von ORS aus

S. cerevisiae eine Proteinisolierung aus ORS5-produzierenden P19-Zellen durchgefiihrt.

Zur Expression wurden die ORS5-Cap-SFVI-infizierten Zellen 12 h kultiviert. AnschlieBend
erfolgte eine Gesamtmembranprédparation. Ausgehend von diesen Membranen wurde eine
Solubilisierung und Reinigung des Geruchsrezeptors - wie schon fiir das Hefeexpressionssystem
beschrieben — durchgefiihrt (s. 2.7.). Die Proteinprobe wurde anschlieBend ohne Durchfiihrung
einer Gelfiltration mittels SDS-PAGE analysiert, und eine wissrige Probe fiir die N-terminale
Sequenzierung eingesetzt. Wie aus Abbildung 48 ersichtlich, konnte eine hohe Reinheit des

Geruchsrezeptor-Monomers erzielt werden.

1 2
98 - &
64 [ {
= e
aQ 50 W 7 '
24,
2 36 W%
S *
=
=
L; 22 Abb. 48: Isolierung von OR5 aus P19-Zellen nach
= Infektion mit OR5-SFV1Cap #6. Nach Ni-NTA und ORS5-
3 Affinititschromatographie wurde eine Probe des Eluates
> einer SDS-PAGE unterzogen und mit Coomassie angefarbt.
Spur 1, Elutionsfraktion; Spur 2, Auftragspuffer; *: ORS5-
- Monomer.

Die Proteinbanden zwischen 55 und 60 kDa rithren von Verunreinigungen im Auftragspuffer her,
wie aus einem Vergleich mit der Spur 2, in der nur Auftragspuffer verwendet wurde, zu erkennen

1st.

Durch eine Edman-Proteinsequenzierung wurde die N-terminale Aminosaurefolge GSSTTMGGC

ermittelt (AG Prof. Lottspeich, MPI f. Biochemie, Martinsried; Lauf-Nr. 43, 20.02.04). Diese
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entspricht dem N-terminalen Abschnitt der Aminosduresequenz des Hisq/Xa/ORS5 Fusionsproteins
(s. 3.1.1., Abb. 7) inklusive der zur Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen. Die
Reinheit des isolierten Fusionsproteins betrug >95% (miindliche Mitteilung Herr Mentele, AG

Prof. Lottspeich).

Da es sich bei den P19-Zellen um adhirent wachsende Zellen handelt, konnten jedoch nur sehr
geringe Zellzahlen und damit geringe Proteinausbeuten erzielt werden. Daher wurde die
Entscheidung getroffen, dass trotz eines sehr hohen Reinheitsgrades des aus P19-Zellen
gewonnenen Zielproteins eine Verwendung dieses Zellsystems zum Zwecke der quantitativen

Proteinisolation nicht in Frage kam.

3.4.3. Isolierung des ORS-Proteins: Zusammenfassung

Der heterolog produzierte Rezeptor OR5 wurde aus Gesamtmembranen von S. cerevisiae wl
durch  Solubilisierung, Ni-NTA-Chromatographie, = ORS5-Affinitdtschromatographie = und
Gelfiltration isoliert. Die Ausbeute lag aufgrund der geringen Solubilisierungsraten und Verlusten
wihrend der Chromatographien im Bereich von ~5%. Die N-terminale Sequenzierung sowie
Immunmarkierung im Western-Blot belegte eindeutig die Existenz von ORS5 in der Proteinprobe
am Ende der Isolierung. Durch die Analyse der Proteinprobe konnte ein Reinheitsgrad des

Geruchsrezeptors von >90% abgeschétzt werden.

Isolierter Rezeptor aus rekombinanten P19-Zellen wies sogar einen Reinheitsgrad von >95% auf
und wurde ebenfalls durch N-terminale Sequenzierung bestétigt. Aufgrund geringer Zellzahlen
konnte das Sdugerzellsystem jedoch nicht fiir die quantitative Isolierung des Geruchsrezeptors

genutzt werden.

Auf der Basis der bislang durchgefiihrten Untersuchungen konnte noch nicht beurteilt werden, ob
das isolierte Protein funktionell vorliegt. Der Faltungsstatus des Rezeptors sollte nunmehr durch
CD-Spektroskopie, und die Funktionalitit iiber Bindungsstudien mit Hilfe der Protein-eigenen

Tryptophanfluoreszenz ermittelt werden.
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3.5. Charakterisierung des isolierten ORS-Proteins

3.5.1. CD-Spektroskopie

Das Phidnomen des ,zirkuldren Dichroismus®“ kann zur Messung der optischen Aktivitat
asymmetrischer Molekiile in Losung genutzt werden. Der zirkuldre Dichroismus beschreibt die
Abhéngigkeit der Differenz der Absorptionskoeffizienten zwischen links- und rechtszirkulir
polarisiertem Licht einer chiralen Verbindung von der Wellenlidnge. Zirkuldrdichroismus und
optische Rotationsdispersion werden zusammen als ,,Cotton Effekt™ beschrieben, wobei das
Auftreten von Absorptionsmaxima einer chiralen Verbindung in Abhéingigkeit von der
Wellenlidnge dargestellt wird. Die charakteristischen Cotton Effekte von Peptidbindungen liegen
in den Bereichen 222 (n-n*-Transition), 208-210 (- n*(1I)-Transition) und 191-193 nm (n- ©* 1)
Transition). Anhand dieser Effekte kann der o-helikale- bzw. B-Faltblatt-Anteil eines Proteins
bestimmt werden (s. 2.6.15.). Da es bei vollstindig denaturierten Proteinen zur Authebung der
positiven und negativen Cotton-Effekte kommt, kann demnach gezeigt werden, ob sich das

examinierte Protein in einem gefalteten Zustand befindet.

Die vermessene ORS5-Proteinprobe wies zwei negative Minima bei 222 und 209 nm sowie einen
positiven Cotton-Effekt zwischen 195 und 203 nm auf (Abb. 49). Dieser Verlauf ist

charakteristisch fiir einen hohen Anteil an a-Helices.

mdeg cm’dmol”

(0],

-20
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Abb. 49: CD-Spektrum des isolierten ORS-Proteins. Eine Probe der Fraktionen 11-13 aus der Gelfltration wurde
zur Erstellung des CD-Spektrums verwendet. Die Probe lag in 20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl und 0,05%
Digitonin vor. Die Messung erfolgte bei 4°C, einer Bandweite von 1 nm, einer Scan-Geschwindigkeit von 50 nm/min
sowie einer Kiivetten-Schichtdicke von 0,1 cm.Vier Scans wurden zur Erstellung der gezeigten CD-Kurve gemittelt
und gegen einen Puffer-Leerwert korrigiert.
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Basierend auf einer Analyse der OR5-Aminoséduresequenz mit Hilfe des Vorhersage-Programmes
PROFsec (Rost, B., 2004) liegt der a-helikale Anteil des Proteins im Bereich von 56%. Es
handelt sich demnach um ein iiberwiegend a-helikales Protein, wie flir den isolierten Rezeptor

ebenfalls durch die CD-Messung belegt wurde.

3.5.2. Funktionalitit des Rezeptors: Analyse der Tryptophanfluoreszenz

Geruchsrezeptoren sind funktionell aktive Proteine, welche durch Ligandenbindung iiber eine
Konformationsédnderung Informationen an G-Proteine im Zellinneren weiterleiten. Da es sich
nicht um enzymatische Proteine handelt, ist ein Nachweis der Funktionalitit nicht {iber
Substratumsetzungen nachvollziehbar. Deshalb war der direkte Nachweis einer Ligandenbindung
notwendig, um zu {berpriifen, ob funktionell aktiver Rezeptor synthetisiert und isoliert werden
konnte. Anhand der nachfolgenden Untersuchung wurde gezeigt, dass iiber 90% der isolierten

Rezeptorspezies eine Liganden-induzierte Reduktion der Tryptophanfluoreszenz aufwiesen.

In vitro ist es moglich, Konformationsinderungen von Proteinen iiber Verdnderungen ihrer
Autofluoreszenz nachzuweisen. Die drei aromatischen Aminosduren Tryptophan, Phenylalanin
und Tyrosin weisen dominante Autofluoreszenzen mit einem Absorptionsmaximum im Bereich
von ~280 nm auf (worauf auch hauptsichlich der photometrische Nachweis von Proteinen
beruht). Der groffte Emissionsanteil ist dabei auf Tryptophan zuriickzufiihren. Eine Verdnderung
der Tryptophan-Umgebung innerhalb oder auch an der Oberfliche eines Proteins, zum Beispiel
eine Anderung der Polaritit oder des pH-Wertes, fiihren zu einer Verschiebung oder einem
,Loschen* der Emissionsmaxima des Tryptophans. So wird ein Tryptophan, welches sich in einer
hydrophoben Tasche befindet, bei Excitation eine schwichere Emission aufweisen als ein
Tryptophan in wéssriger Umgebung. Komplexbildungen oder Ligandenbindungen konnen
demnach die Tryptophanemission verdndern, wenn sich durch eine Bindung die direkte
Umgebung des/der zu messenden Tryptophans/Tryptophanmolekiile dndert. ORS enthélt nur ein
einzelnes Tryptophan innerhalb der Transmembrandomédne IV an Position 149 der
Aminosduresequenz, welches zudem im Bereich der putativen Ligandenbindestelle liegt (Singer,
M. S. und Shepherd, G. M., 1994). Die fusionierten Histidin- und Flag-Sequenzen enthielten
keine weiteren Tryptophane, welche das Fluoreszenzspektrum des Proteins beeinflusst hétten.
Dieser Umstand sollte es ermoglichen, eine Konformationsinderung durch Ligandenbindung
bzw. eine Ligandenbindung im Bereich des Tryptophans iiber eine Verdnderung der Emission bei
328 nm sichtbar zu machen, wie bereits durch Kiefer und Mitarbeiter fiir ORS aus

transformiertem E. coli gezeigt wurde (Kiefer, H. et al., 1996).
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Die bisher bekannten Liganden des Geruchsrezeptors ORS5 aus R. norvegicus sind Lilial (Abb. 50)
und Lyral. Deshalb wurde die Tryptophanfluoreszenzemission des Rezeptors in Abhéngigkeit von
Lilial vermessen (s. 2.8.).

S
f’xﬂ

\ Abb. 50: Strukturformel von Lilial.

Hierfiir wurde die Fluoreszenzemission des isolierten Rezeptors nach Zugabe von steigenden
Lilialkonzentrationen gemessen. Die Emissionswerte wurden fiir jede Ligandenkonzentration
aufgezeichnet, und die relativen Fluoreszenzintensitidten nach Subtraktion der Emissionen des

Liganden in TBS berechnet (Abb. 51).

Eine konzentrationsabhingige Abnahme der Fluoreszenz des nicht denaturierten Rezeptorproteins
nach Zugabe des Liganden trat auf. Der steile Abfall der Fluoreszenz schon bei niedrigen
Lilialkonzentrationen (10 und 100 pM) weist auf eine affine, definierte Liganden-Rezeptor-
Bindung hin. Der durch Zugabe von 0,4% [w/v] SDS denaturierte Rezeptor diente als
Negativkontrolle und wies einen signifikant schwécheren Abfall der gemessenen Fluoreszenz auf.
Zusatzlich war deutlich zu erkennen, dass die Abnahme der Emission nicht der fiir das native
Protein beobachteten anndhernd ,,exponentiellen Abnahme entsprach, sondern bis zu einer
Lilialkonzentration von ~ 100 pM eher konstant blieb, um dann bei hoheren Liganden-
Konzentrationen nahezu linear abzunehmen. Dieser Kurvenverlauf deutet auf eine unspezifische
Reaktion oder auf eine Restaktivitit durch unvollstindige Denaturierung bzw. Riickfaltung des
SDS-denaturierten Rezeptorproteins hin. Der deutliche Anstieg im niedermolaren Bereich des
Liganden kann nicht auf eine Autofluoreszenz des Liganden zuriickgefiihrt werden, da die
dargestellten Werte bereits gegen die Kontrollwerte normalisiert worden waren. Dieser Verlauf
konnte auf eine unspezifische Reaktion des Rezeptors mit dem Liganden zuriickzufiihren sein,

was jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht iiberpriift wurde.

Eine weitere Kontrolle wurde mit isoliertem Rezeptor und einem Rezeptortyp-fremden Liganden,
Octanal, durchgefiihrt. Trotz identischer Bedingungen zur Messung mit nicht denaturiertem ORS5-
Protein und Lilial wurde ein signifikant unterschiedlicher Verlauf der Emissionséinderung
beobachtet. FEine steile Abnahme der Tryptophan-Emission bei niedrigen Liganden-
Konzentrationen bleibt aus, erst bei hoheren Konzentrationen des Liganden Octanal entsteht ein

dhnlicher Kurvenverlauf mit vergleichbarem  Emissions-Endpunkt bei  maximaler
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Ligandenkonzentration wie es schon fiir den SDS-denaturierten Rezeptor beobachtet wurde.
Beide Kontrollen belegen, dass eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem isolierten
Rezeptor und Lilial auftrat und ein groBer Prozentsatz des isolierten Rezeptors im aktiven

Zustand vorliegt.

Zur weiteren Auswertung der Daten wurde angenommen, dass die relative Fluoreszenzintensitét
des Rezeptors ohne Liganden FO=1 ist, und die des Rezeptors mit Liganden F1. AuBBerdem wurde
vorrausgesetzt, dass die Konzentrationen des ungebundenen Liganden [x] gleich der totalen
Ligandenkonzentration ist, da bei einer Rezeptorkonzentration von ~ 100 nM mit einem
Liganden-UberschuB gemessen wurde. Daraus ergibt sich die Bindungsgleichung
y=(Kp+tF1*[x])/([x]*Kp), wobei Kp der Dissoziationskonstanten des Rezeptor/Liganden-
Komplex entspricht. Die Funktion wurde anschlieBend an die erhaltenen Werte des nicht
denaturieren Rezeptors + Lilial angepasst, um den Kp-Wert der Reaktion zu berechnen. Dadurch
konnten ein Anteil von 91% funktionellen Rezeptors an dem gesamten isolierten Protein bei

hohen Ligandenkonzentrationen und ein Kp-Wert von 94uM bestimmt werden.

] B  ORS5 + Lilial
1.2 1 A ORS5 +SDS + Lilial
§ ® ORS5 + Octanal
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Abb. 51: Tryptophanfluoreszenz des ORS-Proteins in Abhiingigkeit von der Ligandenkonzentration. LPG-
solubilisierter und durch Affinitdtschromatographien und Gelfiltration isolierter ORS-Rezeptor aus dem S. cerevisiae
Expressionsstamm 5/5w in 20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,02% Digitonin wurde in einer Endkonzentration
von ~33 pg/ml in einem Volumen von 3 ml vermessen. m: OR5-Rezeptor + Lilial; ¥: in 0,4% SDS denaturierter
ORS5-Rezeptor + Lilial; ¢: ORS5-Rezeptor + Octanal. Die dargestellten setzen sich aus jeweils 3 unabhéngigen
Messreihen zusammen; alle Werte wurden durch Subtraktion der entsprechenden Nullwerte (Puffer + Ligand)
korrigiert. Die Standardabweichungen wurden durch den SEM-Wert dargestellt (Stabw:(Vn), wobei n=3).
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3.5.3. Kristallisation von OR5S

Ein weiteres Ziel der Etablierung optimierter Expressionsstimme und der Reinigung des
Geruchsrezeptorproteins war der Erhalt von homogenem Protein fiir strukturelle Untersuchungen.
Nachdem gezeigt wurde, dass mit dem verwendeten Reinigungsprotokoll eine Reinheit von >90%

erzielt werden kann, sollte das Rezeptorprotein kristallisiert werden (s. 2.9.).

Das Grundprinzip eines Kristalls ist der geordnete, symmetrische Aufbau einer immer
wiederkehrenden Einheitszelle, der kleinsten Einheit des Kristalls. Urspriinglich wurde die
Kristallisation als Reinigungsschritt von chemischen und biologischen Substanzen verwendet, da
Kristalle eine hohe Homogenitét aufweisen. Diese strukturierte Homogenitét ist bedingt durch die
unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften von Molekiilen sowie dem notwendigen,

energetisch glinstigen Zustand eines Kristalls.

Proteinkristalle werden aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften vor allem zur strukturellen
Analyse genutzt. Dabei ist die Fahigkeit eines Kristalls, Rontgenstrahlung zu beugen von
entscheidender Bedeutung. Dies wird jedoch nur in Kristallen hoher Qualitit beobachtet. Um
geeignete Bedingungen zu identifizieren, in denen hochwertige Kristalle entstehen konnen,
miissen demnach eine Reihe von Zusitzen untersucht werden, welche die Kristallisation des
Zielproteins ermoglichen. Zu diesem Zweck werden sogenannte Kristallisations-,,Screens®

eingesetzt.

Die verwendete Kristallisationstechnik war die Methode des ,.hanging drop®, da hierfiir relativ
geringe Volumina der Proteinlosung ndtig sind. Die Ansdtze wurden zwar bei RT pipettiert,
anschlieBend jedoch dauerhaft bei konstant 18°C gelagert. Verwendet wurde der Crystal Screen
Kit Basic von Sigma-Aldrich. Kristallisations-,,Screens® bieten durch die Kombination von
verschiedenen Faktoren, wie unterschiedliche pH-Werte und Fallungsmittel, einen breiten
Bereich an Bedingungen, unter denen ein Protein kristallisieren konnte. Da aus der Literatur
bekannt ist, dass eine Ligandenbindung die Kristallisationsfdhigkeit positiv beeinflussen kann,
wurden verschiedene Bedingungen auch zusitzlich mit Lilial versetzt. So wurde z.B der Crystal
Screen in zwei Teile aufgeteilt, wobei in der ersten Hélfte (Bedingung Nr. 1 - Nr. 25) gereinigtes
Protein eingesetzt wurde, wihrend in der zweiten Hélfte (Bedingung Nr. 26 - Nr. 49) mit
gereinigtem Protein - versetzt mit 1,2 mM Ligand - gearbeitet wurde. Die Probe stammte in
diesem Fall aus einer vorher durchgefiihrten Tryptophanfluoreszenz-Messung und wurde zur
optimalen Ausnutzung anschlieBend nicht verworfen, sondern auf eine Konzentration von ca. 6

mg/ml eingeengt und fiir Kristallisationsansétze verwendet.
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Die Kristallisation des ORS5-Rezeptors fithrte zur Bildung von verschiedenen, nadelférmigen
Kristallen. Des Weiteren wurden sehr diinne, trigonale Kristalle in Bedingung Nr. 2 beobachtet,
welche jedoch nach 4 Tagen wieder zerfielen. Unter der Bedingung Nr. 11 entstanden 158
Kristalle unterschiedlicher Grofe mit iberwiegend oktaedrischer Form (Abb. 52; A). Der Puffer
dieser Bedingung enthielt 0,1 M Natriumzitrat (pH 5,6) sowie 1 M Ammonium-
Dihydrogenphosphat. Der Gebrauch der Bedingung Nr. 43 fiihrte zur Bildung eines kleinen,
eventuell kubusformigen Kristalls sowie einer ldngeren Nadel (E, F). Der Gebrauch von
Additiven (Kombination der Bedingungen 24, 37 und 42 mit den Additiven 1-25 aus dem
Additive Screen™ von Hampton Research) fiihrte zur Ausbildung eines weiteren Proteinkristalls:
bei Verwendung des Additivs Strontiumchlorid entstand unter der Puffer-Bedingung 43 ein
einzelner quadratischer Kristall (G). Ein wichtiges Merkmal der Kristalle A, F und G ist ihre
Entstehungsphase. Sie wurden erstmals 6 Monate nach Anfertigung des Kristallisationsansatzes
beobachtet. In Anwesenheit von 1 mM Lilial, dem Rezeptorliganden, konnte die Bildung
starkerer Nadeln (Bedingung Nr. 43, E) sowie eines rechteckigen, polarisierenden Kristalls
(Bedingung Nr. 37, D) beobachtet werden. Bei letzterem handelte es sich um den groften Kristall

mit einem Ausmal von ca. 120x 40 pm.

Die Entscheidung, ob eine kristalline Struktur aus Protein oder Salz besteht, ist ohne detaillierte
Untersuchungen nicht mdglich. Ein Merkmal eines Proteinkristalles ist unter anderem seine
Féhigkeit, Licht zu polarisieren. Dennoch reicht dieser Effekt nicht aus, um im Vorfeld eine
eindeutige Zuordnung von Protein oder Salz durchzufiihren: selbst einige Kristalle aus
anorganischen Salzen polarisieren Licht, manche Proteinkristalle aufgrund ihrer Form wiederum
nicht. Eine Licht-Polarisation wurde fiir die Kristalle der Bedingungen Nr. 11, 24, 37 und 43
beobachtet. Unter Bedingung Nr. 24 wurde eine Polarisation durch den Kristall nur fiir den in
Abbildung 52 A ausgewiesenen Kristall gezeigt, jedoch nicht fiir den Nadelkluster der gleichen
Bedingung (B).

Alle in Abbildung 52 aufgefiihrten Kristalle wurden bei 100 K tiefgefroren und
rontgenkristallographisch untersucht. Diese Analyse der Kristalle ergab, dass es sich in allen
Fallen mit aller Wahrscheinlichkeit um Protein-Kristalle handelte, da keine Salzreflektionen
auftraten. Die Identifikation von Proteinkristallen wird in der Regel durch N-terminale
Sequenzierung durchgefiihrt. Diese Methode eignet sich jedoch nur, wenn geniigend Material
einer Kristall-Spezies vorhanden ist. Da hiufig jedoch nur einzelne Kristalle entstehen, konnen
diese tiber die sensitive Methode der Silberfiarbung in der PAGE sichtbar gemacht und mit dem

Zielprotein verglichen werden. Eine abschlieBende Identifizierung ist dadurch jedoch nicht
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moglich, da nur die Laufeigenschaften des Kristallproteins analysiert werden. Die Analyse der
Kristalle in der PAGE wird in Kiirze noch durchgefiihrt, kann jedoch nicht im Rahmen der
vorgelegten Arbeit erortert werden. Die Qualitit der Kristalle lieB keine Beugung der
Rontgenstrahlung zu, weshalb keine Strukturaufklarung des ORS5-Proteins durchgefiihrt werden

konnte.

. Bedingung # 37
Bedingung #. 11 ) + 0,1 M Natriumazetat
* 0,1 M Natriumzitrat H 4,6
(o1 5.6) (pH 4,6)
) ‘ * PEG 4000 8%
* 1,0 M NH,-Dihydrogen- +1 mM Lilial
phosphat ~120x40 pm
. Bedingung # 43
Bedingung # 24 . . 30%gPE%} 1500
* 0,2 M Ca-Chlorid + 1 mM Lilial

* (0,1 M Na-Azetat
(pH 4.6)

* 2-Propanol 20% (G: + 0,1 M Strontium-

Chlorid (A8), ohne Lilial)

Bedingung # 24

* 0,2 M Calziumchlorid

* (0,1 M Natriumazetat
(pH 4,6)

* 2-Propanol 20%

Abb. 52: Protein-Kristalle. Proben des aus S. cerevisiae wi isolierten OR5-Proteins wurden zur Untersuchung der
kristallisierbarkeit mit verschiedenen Bedingungen des Crystal screen basic von Sigma-Aldrich versetzt. Es bildeten
sich verschiedene hexagonale (A), nadelformige (B, C, E) und quadratische (D, F, G) Kristalle aus.

3.54. Charakterisierung des isolierten ORS-Proteins: Zusammenfassung

Mit dem verwendeten S. cerevisiae-Hefesystem konnten Expressionsraten von 0,9% [w/w]
rekombinanter Rezeptor/Gesamtmembranen erzielt werden, wodurch eine Isolierung im
mg-Bereich moglich wurde. Durch die Optimierung der Reinigung von ORS wurde hochreines
Rezeptorprotein generiert. Aufgrund des effizienten Expressionsystems wurde mit Kulturansitzen
von jeweils wenigen Litern gearbeitet, um letztendlich aus jeweils 4 Litern Kultur und damit ~1 g
Gesamtmembranen ~0,5 mg hochreines OR5-Protein zu erhalten. Dadurch wurden funktionelle

Analysen und Vorarbeiten zur strukturellen Untersuchung des Rezeptors ermdglicht.
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Durch die Messung der Tryptophanfluoreszenz des Proteins in Abhidngigkeit von der
Ligandenkonzentration wurde die Funktionalitit des isolierten Geruchsrezeptors gezeigt.

Zusitzlich wurde die Faltung des Proteins mittels CD-Spektroskopie belegt.

Die Kiristallisation des Zielproteins resultierte in verschiedenartigen Kristallen, von denen 9
Kristalle mittels Rontgenstrukturanalyse untersucht wurden. Wie aus der Literatur bekannt, ist die
Entstehung von Membranprotein-Kristallen von hoher Qualitdt duBerst selten. Da auch im Fall
der ORS-Kristalle keine Streufdhigkeit vorhanden war, bedarf es weiterer Optimierungen im

Bereich der Kristallisationsbedingungen.

3.6. Charakterisierung der Siugetier-Stammzelllinie P19

AbschlieBend wurde eine Charakterisierung der P19-Stammzelllinie durchgefiihrt und untersucht,
ob der rekombinante Geruchsrezeptor ORS5 in diesen Zellen funktionell produziert wird. Die
angewandten Methoden umfassten Echtzeit-PCR (s. 2.4.9.) zur relativen Quantifizierung
verschiedener olfaktorischer Marker-Gene, Immunfluoreszenz-Markierungen (s. 2.5.5.2.) zum
Nachweis dieser Marker auf Proteinebene sowie ,,Calcium-Imaging® (s. 2.10.), womit erfolgreich
eine Kopplung des rekombinanten Rezeptors an eine endogene Signaltransduktionskaskade

gezeigt wurde.

P19 Embryonale Karzinom-Stammzellen sind pluripotente Zellen, die durch Zugabe von
Retinolsdure (RA) in neuronale Zellen differenziert werden kdnnen (Jones-Villeneuve, E. ef al.,
1982; Jones-Villeneuve, E. M. et al., 1983; Bain, G. et al., 1994) (Abb. 53). RA ist ein Derivat
des Vitamin A, welches in vivo die Differenzierung von neuronalen und hematopoetischen
Vorlduferzellen beeinflusst. AuBerdem kann RA die Differenzierung von Krebszellen, wie
Teratokarzinomen, Leukidmiezellen und vielen immortalisierten Zelllinien induzieren (Cheung,
W. M. W. et al, 2001). Es ist beschrieben, dass die P19-Zelllinie nach Induktion der
Differenzierung verschiedene Markerproteine von neuronalen Zellen ausbildet (Jones-Villeneuve,
E. M. et al., 1983; Martins, A. H. et al., 2005) und demnach einen neuronalen Phénotyp aufweist.
Zusitzlich stammt diese Krebszelllinie aus Hodengewebe, in welchem die Expression von
endogenen Geruchsrezeptoren bereits nachgewiesen wurde (Parmentier, M. et al., 1992; Goto, T.

etal.,2001).

Aus diesen Griinden nahmen wir an, dass die P19-Zellen in neuronaler Form eine gute Plattform

fiir die funktionelle Expression von ORS bieten. Um diese Annahme zu untersuchen, sollten die
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Zellen zuerst auf das Vorhandensein von Gy, einem an der Geruchssignalkaskade beteiligten G-

Protein, tiberpriift werden.

Abb. 53: Fibroblasten-dhnlicher (A)
und neuronaler (B) Phiinotyp der
murinen Stammzelllinie P19.
Skalierungsbalken 50 pm.

3.6.1. Qualitativer Nachweis von GapDH, OMP, G, G, und oCNC2

Fiir den qualitativen Nachweis von Gy wurde eine Northern-Hybridisierung (s. 2.4.8.) mit
radioaktiv markierter Go-cDNA durchgefiihrt. Als Target wurden RNA-Proben verwendet, die
sowohl aus nicht infizierten P19-Zellen als auch aus ORS5-SFV2 #§8- und ORS5-SFVICap #6-
infizierten Zellen gewonnen worden waren. Als Kontrolle diente RNA aus LacZ-SFV2-infizierten

P19-Zellen.

Wie aus Abbildung 54 zu erkennen ist, wurde ein unspezifisches Signal auf Hohe der 18S rRNA
bei ~1,8 kbp generiert. Eine G-spezifische Markierung miisste in diesem Experiment im Bereich
der vollstindigen RNA-Fragmentldnge von G bei 1.146 bp entstehen. Basierend auf diesem
Resultat musste vorerst davon ausgegangen werden, dass Goir in P19-Zellen nicht transkribiert
wird. Nachfolgende Ergebnisse belegten jedoch eindeutig eine Expression von G in

Fibroblasten-dhnlichen und neuronalen P19-Zellen.
[kbp] 12 - 6 7 ] " | 1112

6 —

<«— I8S rRNA

—_
— N w B~

Abb. 54: Northern-Blot mit einer G,~spezifischen Sonde. Jeweils 10 pg RNA aus P19-Zellen wurde verwendet,
und mit einer Gy-spezifischen P**-markierten Sonde in der Northern-Hybridisierung inkubiert. Spur 1: RNA P19-
Zellen, Spuren 2-6: RNA ORS5-pSFV2 # 8-infizierte P19-Zellen mit aufsteigenden Infektionszeiten von 2, 4, 8, 12
und 24 h; Spuren 7-11: RNA OR5-pSFVICap # 6-infizierte P19-Zellen mit aufsteigenden Infektionszeiten von 2, 4,
8, 12 und 24 h; Spur 12: RNA 8 h LacZ-infizierte P19-Zellen.
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Da die olfaktorische Signalkaskade u. U. auch iiber ein anderes G-Protein, Gq, vermittelt sein
konnte, wurde ebenfalls das Vorkommen dieses G-Proteins in den P19-Zellen untersucht. Gq
konnte involviert sein, da nachweislich bei einigen Geruchsrezeptoren die Anbindung ihres
Liganden zu keinem cAMP-, jedoch zu einem IP; Anstieg in der Zelle fiihrt (Boekhoff, 1. et al.,
1990). Die Untersuchungen zu diesem G-Protein wurden jedoch nicht als Northern-Blot-

Experiment ausgefiihrt, sondern in nachfolgende Analysen der cDNA aus P19-Zellen integriert.

Hierfiir wurde die cDNA der P19-Zellen auf verschiedene Bestandteile der olfaktorischen
Signalkaskade tiberpriift (Abb. 55), unter anderem erneut auf Gor. Weitere untersuchte Marker
waren OMP, das Odorant Marker Protein, welches nach der Maturation in olfaktorischen
Neuronen exprimiert wird, sowie eine Untereinheit des ,,cAMP nucleotide gated olfactoric
channel”“ (0CNC2; Bezeichnung der Oligonukleotide: cNgOCHh), welcher innerhalb der cAMP-
vermittelten olfaktorischen Signalweiterleitung gedffnet wird und das Einstromen von Kationen
zur Depolarisierung der neuronalen Membran erlaubt. Als endogene Kontrolle fiir die
Beschaffenheit der verwendeten RNA bzw. der in vitro transkribierten cDNA, wurde zusitzlich
Glyzerinaldehyd-Dehydrogenase (GapDH) mit einbezogen. Bei diesem Gen handelt es sich um
ein so genanntes ,house keeping gene“, welches laut Literaturangaben nicht bzw. sehr
geringfiigig reguliert wird (Murphy, C. L. und Polak, J. M., 2002; Ullmannova, V. und Haskovec,
C., 2003; Mahoney, D. J. et al., 2004). Des Weiteren wurde RNA aus gereiften Turbinatzellen des
Geruchsepithels der Maus sowie neuronal differenzierten P19- und OR5-pSFV2Cap # 6-
infizierten P19-Zellen verwendet. In der PCR wurden jeweils Gen-spezifische Oligonukleotide (s.
2.1.) eingesetzt. Diese Oligonukleotide wurden anhand der jeweiligen cDNA-Sequenz aus der
Hausmaus, Mus musculus, konstruiert. Um zu differenzieren, ob es sich bei dem PCR-Produkt um
ein Amplifikat der genomischen DNA oder der cDNA handelt, wurden Intron-iibergreifende
Oligonukleotid-Paare verwendet. Demnach entstiinden bei der Amplifikation genomischer DNA
groBere Fragmente als bei einer Transkription basierend auf cDNA. Die Integritit der RNA sowie
der Erfolg der durchgefiihrten in vitro Transkription wurden durch eine gelelektrophoretische

Analyse der RNA und die GapDH-Amplifikate belegt.

Alle cDNA-Préparationen lieferten ein PCR-Produkt mit 346 Bp, welches dem untersuchten
GapDH-Fragment entsprach. In der Kontroll-PCR ohne ¢cDNA entstand kein DNA-Produkt. Die
Verwendung von OMP-spezifischen Oligonukleotiden zeigte das Vorkommen von OMP-cDNA
in allen Zellproben, deutlich zu erkennen sind jedoch Konzentrationsunterschiede zwischen der

c¢DNA neuronaler und Fibroblasten-dhnlicher P19-Zellen.
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Entgegen der Ergebnisse aus den Gjr Northern-Blot-Experimenten wurde in einer PCR mit G-
spezifischen Oligonukleotiden und cDNA aus undifferenzierten P19-Zellen ein PCR-Produkt
generiert. Die Stirke des Amplifikationssignals nimmt jedoch bei Verwendung von cDNA aus
neuronal differenzierten P19-Zellen deutlich ab. Dieser Konzentrationsunterschied war - bezogen
auf die Konzentrationen der GapDH-Amplifizierung - eventuell auf eine verminderte
Transkription zurlickzufiihren. Dieses Resultat steht jedoch im direkten Widerspruch mit der
gestellten Arbeitshypothese, die eine Hochregulierung dieser Signaltransduktions-Komponenten
nach der neuronalen Differenzierung vermuten lieB. Noch deutlicher war eine
Konzentrationsreduktion der oCNC2-Amplifikate mit ¢cDNA aus neuronalen P19-Zellen als
Matrize zu erkennen. Hier wurde sowohl auf Basis der Turbinaten-cDNA als auch mit P19-cDNA
und cDNA von infizierten P19-Zellen ein 481 bp groBes Amplifikat erzeugt. Es wurde jedoch
keine DNA bei Verwendung der cDNA neuronaler P19-Zellen vervielfiltigt, was bedeuten kann,
dass die Transkription des 0oCNC2-Gens nach Differenzierung der Zellen herunterreguliert wird.
Aufgrund der Genproduktgréfle wurde ausgeschlossen, dass die unterschiedlichen Mengen aus

verschiedenen Anteilen genomischer- und cDNA- basierter Transkription resultierten.
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A -C | —
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Abb. 55: Amplifizierung von GapDH-,0OMP-, G, und 0CNC2-DNA aus P19-Zellen. Es wurden GapDH-, OMP-,
Gy~ und oCNC2-spezifische Oligonukleotide verwendet. Als Matrize dienten je 2 pg cDNA aus P19-Zellen (2),
neuronal differenzierter P19-Zellen (3), OR5-SFV2Cap-infizierter P19-Zellen (1) sowie adulter Turbinatzellen aus
der Maus (4). In Spur 5 wurde anstelle einer cDNA-Matrize H,O eingesetzt M: GroBenstandard Phi®/74/Rsal (50
ng). A: PCR mit GapDH-spezifischen Oligonukleotiden; B: OMP-spezifische Oligonukleotide; C: G, (a)-spezifische
Oligonukleotide; D: oCNC2-spezifische Oligonukleotide. Es wurden GapDH-, OMP-, G,;~ und oCNC2-Amplifikate
in den Léngen 346, 372, 381 und 481 bp generiert.
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Ob die beobachteten Mengenunterschiede auf methodische Artefakte (wie z. B. unterschiedliche
Reinheiten der verwendeten RNA und damit verbundene Effizienz-Unterschiede in der in vitro
Transkription) oder auf eine verringerte Transkriptionen in neuronalen P19-Zellen
zuriickzufiithren waren, lie3 sich nicht mit der gewiahlten Methode der qualitativen PCR ermitteln.
Demnach konnten diese Ergebnisse nicht quantitativen Interpretationen zur Regulation

olfaktorischer Gene in P19-Zellen dienen.

Zusammengefasst lieferte dieses Experiment einen Hinweis darauf, dass sich der
Transkriptionslevel der untersuchten Gene im Verlauf der P19-Differenzierung verdndert. Da
jedoch eine Hochregulierung der untersuchten Gene nach neuronaler Differenzierung als
wahrscheinlicher erschien, und eine Quantifizierung mit dieser Methode nicht moglich war, sollte

eine relative Quantifizierung der Genexpressionen durch Echtzeit-PCR-Messungen erfolgen.

3.6.2. Relative Quantifizierung von OMP-, G, und G,-mRNA durch Echtzeit-PCR

Fir die Durchfiihrung von Echtzeit-PCR-Messungen wurden zunédchst genspezifische
Oligonukleotidpaarungen mit dem Programm Primer Express'™ Version 4.0 (Applied
Biosystems, Darmstadt) ermittelt. Die Oligonukleotide wurden nach Lénge, Ty und GC-Gehalt
ausgewdhlt. Jeweils zwei Oligonukleotid-Paarungen pro Gen wurden in einer PCR mit P19-
cDNA als Vorlage auf ihre Spezifitit getestet. Nur jene Oligonukleotid-Paarungen, welche ein
Amplifikat der entsprechenden Grofle lieferten, wurden fiir weitere Untersuchungen
herangezogen. Um optimierte Oligonukleotid-Konzentrationen einzusetzen, wurden verschiedene
Mischungsverhiltnisse der ausgewéhlten Oligonukleotide in Echtzeit-PCR-Messungen eingesetzt
und gelelektrophoretisch untersucht: jedes Oligonukleotid wurde in allen Kombinationen mit

seinem Gegen-Oligonukleotid in verschiedenen Konzentrationen verwendet und das Produkt

analysiert. In Tabelle 12 sind die optimierten Oligonukleotid-Paarungen aufgefiihrt.

Tab. 12: In Echtzeit-PCR-Messungen eingesetzte Oligonukleotidpaarungen und verwendete Konzentrationen.
F: Hauptstrang Nukleotid; R: Gegenstrang Nukleotid.

Oligonukleotid F [nM] R [nM] Oligonukleotid F [nM] R [nM]
GapDH # 2 900 300 Gq#1 900 300
OMP #1 900 300 (cNgOCh # 1 300 300)
Golf# 1 300 300 (cNgOCh #2 900 50)
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Die Messungen zur relativen Quantifizierung der in vitro transkribierten cDNA wurden mit einer
RNA-Probe aus Fibroblasten-dhnlichen P19-Zellen und drei Proben neuronal differenzierter P19-
Zellen durchgefiihrt. Um zu gewéhrleisten, dass keine Amplifikationen von Resten genomischer
DNA in den RNA-Proben erfolgen konnte, wurden alle Proben vorher mit DNAse behandelt, bis
in einer PCR mit den Oligonukleotiden OMP # 1 in 40 Zyklen kein DNA-Produkt mehr entstand
(Abb. 56, Spuren 4 und 6). Zusétzlich wurden je 100 ng der DNAse-behandelten RNA-Proben
einer Echtzeit-PCR Messung mit dem Primerpaar OMP #1 fiir 42 Zyklen bei 60°C unterzogen,
um definitiv auszuschlieflen, dass noch transkribierbare DNA in den Proben vorhanden war. Als
Positivkontrolle diente in diesem Experiment unverdaute RNA aus P19-Zellen. Die RNA-Proben
wurden anschlieBend einer in vitro Transkription unterzogen. Jeweils 100 ng der entstandenen

cDNA wurde in Echtzeit-PCR-Messungen eingesetzt.

[bp] M 1 2 3 4 5 6

1517 — Abb. 56: Kontrolle des DNAse-Verdaus von
1000 — l RNA aus P19-Zellen durch PCR-
500 — | == Amplifikation mit den Oligonukleotiden
300 — OMP #2. M, 100 bp DNA Standard (NEB);
200 Spur 1: H,O ohne RNA (Negativkontrolle);
100 — . = = Spur 2: unverdaute RNA als Template

(Positivkontrolle); Spur 3: P19-RNA — DNAse;
Spur 4: P19-RNA + DNAse; Spur 5: RNA
neuronaler P19-Zellen — DNAse; Spur 6: RNA
neuronaler P19-Zellen + DNAse.

Fiir die Detektion der Amplifikationsprodukte wurde der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR® Green
(Applied Biosystems GbmH) verwendet. Die Quantifizierung erfolgte durch kontinuierliche
Erfassung der Fluoreszenzsignale, die Intensitét der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional zur
PCR-Produktmenge. Da der verwendete Farbstoff sequenzunabhéngig jede vorliegende dsDNA
markiert, mussten die Oligonukleotid-Systeme auf Dimerbildung und unspezifische
Amplifikationen untersucht werden. Sowohl die Agarosegel-Analysen (Daten nicht gezeigt) als
auch die Schmelzkurven-Analysen (Abb. 57) belegten die ausschlieBliche Bildung von
Amplifikaten der kalkulierten Groflen sowie einzelne Maxima fir die kalkulierten
Schmelztemperaturen. Die Spezifitit der Reaktionen wurde zusétzlich durch Kontrollansitze

ohne die jeweilige cDNA {iberpriift.
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Die Daten der einzelnen Echtzeit-PCR-Laufe wurden durch die Wahl eines Schwellenwertes im
linearen Bereich der logarithmischen Darstellung der Amplifikationen (Abb. 58) und die AACt-
Methode ausgewertet. Mit dieser Methode ist ein direkter Vergleich von Amplifikationen
verschiedener Proben moglich. Dazu miissen die Amplifikationen mit einer endogenen Kontrolle
verglichen werden, da auf diese Weise systemimmanente Schwankungen zwischen den
verschiedenen Proben, z. B. unterschiedliche Effizienzen der reversen Transkriptase und

Polymerase oder auch Mengenunterschiede der eingesetzten cDNA, eliminiert werden.

Durch den Vergleich mit der endogenen Kontrolle, in diesem Fall GapDH, kdnnen demnach alle
Amplifikationen normalisiert und so miteinander in Relation gesetzt werden. Die Berechnung ist
im Folgenden im Detail beschrieben: Nach Normalisierung aller Proben der verschiedenen
Phanotypen (Fibroblasten-dhnlich und neuronal) durch Subtraktion des Ct-Wertes der endogenen
Kontrolle (=ACt) werden die zu vergleichenden Werte ebenfalls voneinander subtrahiert. Es

ergibt sich der sogenannte AACt-Wert. Die Regulation der Gene wird durch die Formel 2044<Y

beschrieben.
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Abb. 57: Schmelzkurven- Analyse der Echtzeit-PCR. Die Schmelzkurven der untersuchten Proben (cDNA
Fibroblasten-dhnlicher P19-Zellen, drei cDNA neuronale P19-Zellen, jeweils Tripletts) wurden iibereinandergelegt.
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Abb. 58: Logarithmische Darstellung der Echtzeit-PCR-Amplifikationen mit GapDH-, OMP-, G,;- und G,
spezifischen Oligonukleotiden. Jeweils 100 ng cDNA aus P19-Zellen und jeweils 3 unabhéngigen Ansitzen
neuronaler P19-Zellen wurden einer Echtzeit-PCR unterzogen. Die im linearen Bereich ermittelten CT-Werte wurden
fiir die Berechnung des AACT-Wertes in Relation zu GapDH herangezogen. ¢: cDNA P19-Zellen; m, cDNA
neuronale P19-Zellen #1; = , cDNA neuronale P19-Zellen #2; X, cDNA neuronale P19-Zellen #3.

Mit Hilfe dieser Auswertungsmethode wurde gezeigt, dass die neuronale Differenzierung der
P19-Zellen mit einer Hochregulation der Markergene OMP, G, und G, einhergeht (Abb. 59).
Besonders auffillig war eine signifikante Hochregulation des OMP-Gens in neuronalen P19-
Zellen um das 102+12-fache gegeniiber fibroblasten-dhnlichen P19-Zellen. Das olfaktorische
G-Protein Ggr zeigte eine Hochregulation auf das 12+2-fache nach 10 Tagen neuronaler
Differenzierung, und auch G4 war signifikant hochreguliert. Fiir dieses ,,alternative” G-Protein
ergab sich eine positive Regulation um das 25+7-fache im Verlauf der Zelldifferenzierung. Eine
Wiederholung der Messungen mit einer weiteren, unabhdngigen RNA-Probe aus Fibroblasten-
dhnlichen P19-Zellen zeigte methodisch bedingte Schwankungen, eventuell verursacht durch
minimale Parameter-Schwankungen wihrend der Préparation der RNA. Trotzdem konnte auch in
der Wiederholung die deutliche Hochregulation der untersuchten Markergene im GrdéBenbereich

der oben genannten Werte bestétigt werden.

Eine Auswertung der PCR-Léufe mit den oCNC2-Oligonukleotiden war nicht moglich, da selbst
die Benutzung von 100 ng der cDNA nicht zu reproduzierbaren Gen-Amplifikationen fiihrte.

Dementsprechend musste vorerst davon ausgegangen werden, dass das oCNC2-Gen eventuell im
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Genom vorhanden ist, jedoch nur in sehr geringen Mengen transkribiert wird. Ein weiterer Grund
konnte methodisch begriindet sein, da in einzelnen Amplifikationen die Vervielfdltigung dieses
Gens gezeigt werden konnte, die Oligonukleotide aber offensichtlich noch besser optimiert
werden miissen, um stabile, reproduzierbare Werte zu generieren. Diese Annahme wurde im

Anschluf3 durch den Nachweis des Proteins in der Immunmarkierung bestatigt.
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Abb. 59: Relative Quantifizierung der ¢cDNA von GapDH-,OMP-, G, und oCNC2-DNA aus P19-Zellen.
Jeweils 100 ng cDNA von Fibroblasten-dhnlichen und neuronalen P19-Zellen wurden mit spezifischen
Oligonukleotiden einer Echtzeit-PCR von 30 Zyklen mit SYBR® Green unterzogen. Die gemittelten, relativen Werte
setzen sich aus 3 unabhidngigen Messungen zusammen, die Standardabweichungen sind als SEM-Werte
(STABW:Vn) dargestellt. GapDH diente als endogene Kontrolle.

3.6.3. Detektion neuronaler und olfaktorischer Marker in P19-Zellen auf Protein-

Ebene

Parallel zum Nachweis olfaktorischer Marker auf Transkriptions-Ebene wurde iiber
Immunfluoreszenzmarkierungen zusitzlich eine erfolgte Translation der Markerproteine
untersucht. Wie unter 2.5.5.2. beschrieben, wurden Fibroblasten-dhnliche und neuronal
differenzierte, fixierte P19-Zellen einer Immunmarkierung mit folgenden Antikorpern
unterzogen: anti-OMP, anti-Ggr, anti-oCNC2, anti-A cyclase III sowie anti-Tubulin als
neuronalen Marker. Die Fluoreszenzmarkierung mit Cy3 und Alexa-488 wurde durch

entsprechende Sekundirantikorper vermittelt.

Alle fiinf Markerproteine konnten auf Proteinebene in neuronal differenzierten P19-Zellen

nachgewiesen werden (Abb. 60).
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In Tubulin-markierten P19-Zellen (A) war eine dominante Farbung Tubulin-haltiger neuronaler
Axone zu erkennen, wihrend die OMP- (E), Go (C), ACIII- (B) und oCNC2- (D) vermittelten
Markierungen vor allem Proteine im Zellkorper des Neurons nachwiesen. Die ACIII-Markierung
zeigte eine auffillige Clusterung des Proteins in vielen distinkten Abschnitten der
Plasmamembran. Die Detektion von Gejr und dem Kationen-Kanal erfolgte iiberwiegend in der
Plasmamembran der Zellkorper, wahrend die Markierung mit OMP-spezifischen Antikdrpern

eine eher uniforme Verteilung des Proteins aufwies.

50 um

Abb. 60: Nachweis der OMP-, ACIII-, Tubulin-, G, und 0oCNC2-Proteine in neuronal differenzierten P19-
Zellen. Die Immunmarkierung erfolgte mit Tubulin-, OMP-, G-, oCNC2- und Adenylylzyklase I1I-Antikdrpern und
einem entsprechenden Cy3-konjugierten Sekundirantikérper. A: Tubulin-Markierung (Falschfarbe griin); B:
Adenylylzyklase IlI-Markierung (Falschfabe rot); C: Gg~Markierung (schwarz-weiss); D: oCNC2-Markierung
(schwarz-weiss); E: OMP-Markierung (schwarz-weiss).

3.6.4. In vivo Funktionsnachweis des in P19-Zellen exprimierten ORS-Rezeptors

Nachdem gezeigt wurde, dass der Geruchsrezeptor ORS5 in den Saugetier P19-Zellen zur

Plasmamembran transloziert wird, und die Zelllinie zusitzlich alle — untersuchten -
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Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche funktionelle Expression dieses Rezeptortypes und die
Signalweiterleitung aufweist, erfolgte ein Funktionsnachweis in vivo. Die hierflir verwendete
Methode war das sogenannte ,,Calcium Imaging* (s. 2.10.), mit dem durch die Verwendung eines
Kalzium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes eine Verteilung bzw. der Flul von Kalziumionen in
der Zelle visualisiert wird. Verwendet wurde der Farbstoff Fluo-4 (Molecular Probes), der ohne
gebundene Ca*"-Ionen eine sehr geringe Emission bei 488 nm aufweist, nach Ca’"-Anbindung
jedoch eine Fluoreszenzverstirkung um das 4-5-fache zeigt. Durch die Anregung bei einer
einzigen Wellenlédnge kdnnen zwar keine Quantifizierungen durchgefiihrt werden, es kann jedoch

bei Rezeptorfunktionalitit ein Ca*"-Einstrom in die Zellen qualitativ nachgewiesen werden.

Untersucht wurde die Kopplung des heterologen Geruchsrezeptors OR5 an cAMP-vermittelte
Signaltransduktions-Wege sowohl in Fibroblasten-dhnlichen als auch in neuronal differenzierten
P19-Zellen. Fibroblasten-dhnliche Zellen wurden miteinbezogen, da auch fiir diese
Zellmorphologie eine korrekte Translokation des Rezeptors zur Plasmamembran gezeigt wurde.
Aufgrund einer héufig beobachteten direkten Korrelation des Faltungsstatus und der
Translokation eines Proteins, bestand die Annahme, dass der Rezeptor auch in Fibroblasten-
dhnlichen P19-Zellen funktionell an ein G-Protein bindet. Natiirlich ist das Vorhandensein aller
Komponenten der olfaktorischen Signalkaskade Vorraussetzung fiir den durchgefiihrten
Versuchsaufbau. Obwohl alle untersuchten endogenen Bestandteile auch in der nicht-neuronalen
Zellform transkribiert werden, wurde deutlich gezeigt, dass die Trankription -einiger
Transduktions-Molekiile im Zuge der Differenzierung stark hochreguliert wird. Demnach war es
zunichst unklar, ob der Rezeptor nur im neuronalen Phénotyp oder auch in Fibroblasten-

dhnlichen Zellen an eine funktionelle Signalkaskade koppelt.

Anfangs wurden Fluoreszenz-Aufnahmen der Zellen vor Zugabe und ab 15 Sekunden nach
Zugabe des Liganden angefertigt. Nach Optimierung der Methode wurden Fluoreszenzaufnahmen
1 Sekunde nach Zugabe von Lilial angefertigt. Anhand der Messungen unter zuletzt genannter
Bedingung ldsst sich schlieen, dass der exprimierte Geruchsrezeptor in Fibroblasten-dhnlichen
P19-Zellen offenbar entweder nicht funktionell vorliegt, nicht an eine Signalkaskade koppelt,
oder die entsprechenden Komponenten der Signalkaskade nicht ausreichend exprimiert werden:
Von 12 Messungen mit OR5-SFV1Cap-infizierten Zellen reagierten die Zellen nur einer Messung
sehr stark mit einem Liganden-induzierten Ca®"-Einstrom, die Zellen von 8 Messungen wiesen
keine Anderung der Fluoreszenz auf, und in drei Ansitzen konnte ein Ca*"-Einstrom sehr weniger
Zellen beobachet werden. LacZ-infizierte P19-Zellen dienten als Kontrolle und reagierten auf

dhnliche Weise: im Rahmen von 12 Messungen erfolgte in einem Ansatz ein Liganden-
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induzierter Ca%—Einstrom, die Zellen von sechs Ansdtzen wurden nicht induziert, und in fiinf
Ansitzen wurde ein Ca**-Strom in vereinzelten Zellen beobachtet. In zwei Ansétzen mit Wildtyp-
P19-Zellen erfolgten einmal keine Induktion und einmal eine schwache Induktion sehr weniger

Zellen.

Aufgrund der Ergebnisse aus den Echtzeit-PCR-Analysen der Signalkaskaden-Komponenten
(s. 3.6.2.) war es nun zweckméaBig, die Funktionalitit des Rezeptors/der Kaskade in neuronal
differenzierten P19-Zellen zu untersuchen. Dazu wurden 13 Ansitze neuronaler Zellen mit ORS5-
SFV-Vektoren infiziert und vor Zugabe sowie 1 Sekunde nach Zugabe des Liganden der Ca*'-
Strom {iiber die Verdnderung der Fluo-4-Fluoreszenz analysiert. In sieben Ansdtzen (54%)
erfolgte ein deutlicher Lilial-induzierter Anstieg der Fluoreszenz, wihrend in zwei Ansitzen
(15%) nur sehr wenige Zellen induziert wurden und vier Messungen (31%) in keiner
Verianderung der Fluoreszenz durch Ligandenzugabe resultierten. Zusatzlich wurden vier Ansétze
LacZ-SFV2-infizierter Zellen und ein Ansatz Wildtyp-P19-Zellen untersucht. Eine Messung mit
LacZ-SFV2-infizierten Zellen ergab eine schwache Reaktion sehr weniger Zellen auf die

Lilialzugabe, die anderen Messungen verliefen ohne eine Erhohung der Fluoreszenz.

Abb. 61: Detektion der Fluo-4 Fluoreszenz vor und nach Zugabe von Lilial in infizierten und nicht infizierten
P19-Zellen. Vor Zugabe von 10 uM des ORS5-Liganden Lilial (1) und 1 Sekunde nach Zugabe (2) wurden
Fluoreszenzaufnahmen (Ex 488nm, Em >515nm) von Fluo-4-beladenen P19-Zellen angefertigt. A: OR5-SFV1Cap #
6-infizierte P19-Zellen; B: LacZ-infizierte P19-Zellen; C: P19-Zellen. Pfeile weisen auf Regionen/Zellen hoher
Induktion hin. Skalierungsbalken 100 pm.
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In Abbildung 61 sind beispielhaft Fluo-4-gesittigte, neuronale P19-Zellen vor und 1 Sekunde
nach Ligandenzugabe dargestellt. Deutlich zu erkennen ist in den OR5-SFVICap-infizierten
Zellen ein signifikanter Fluoreszenz-Anstieg in vielen Zellen, wihrend die Kontrollen nach
Ligandenzugabe keine sichtbaren Verdnderungen der Fluoreszenzintensititen in den Zellen

aufweisen.

Anhand einer Einzelzelle aus OR5-SFVICap-infizierten, neuronalen P19-Zellen ist deutlich ein
Anstieg der Fluoreszenzemission um ein Vielfaches nach Zugabe (+) des Liganden zu erkennen

(Abb. 62).

Abb. 62: Beispiel einer Lilial-
induzierten  ORS5-SFVICap-
infizierten neuronalen P19-
Zelle vor und nach Zugabe
des Liganden. Fluoreszenz-
aufnahmen von Fluo-4-
beladenen, OR5-SFVICap # 6-
infizierten P19-Zellen wurden
vor und 1 Sekunde nach Zugabe
von 10 uM Lilial angefertigt. A:
Fluoreszenzaufnahmen vor (-)
und nach (+) Zugabe von Lilial;
B: Durchlicht neuronale P19-
Zellen.

3.6.5. Charakterisierung P19-Zellen: Zusammenfassung

Die vorangegangenen Ergebnisse belegen, dass in dem P19-Zellsystem eine Expression und
korrekte Translokation des Geruchsrezeptors in die Plasmamembran erfolgt. Zusétzlich sind
wichtige Marker enthalten, die auf einen Phénotyp dhnlich dem von olfaktorischen Neuronen
hinweisen ((Jones-Villeneuve, E. M. et al., 1983), Nachweis Tubulin in dieser Arbeit). Weiterhin
wurden verschiedene, an der olfaktorischen Signalweiterleitung beteiligte Komponenten sowohl
auf RNA- als auch auf Protein-Ebene nachgewiesen: Die RNA-Hochregulierung von OMP und
den G-Proteinen nach der neuronalen Differenzierung der P19-Zellen weisen darauf hin, dass das
P19-Zellsystem ein hohes Potential fiir die funktionelle Expression von Geruchsrezeptoren bietet.
Im Rahmen der ,,Calcium Imaging*“-Experimente wurde gezeigt, dass eine funktionelle Kopplung
des rekombinanten Geruchsrezeptors in der neuronalen Zellform der P19-Zellen erfolgt. Somit
wird dieses Expressionssystem in Zukunft weitere Untersuchungen zur Funktion und

Ligandenspezifitit von Geruchsrezeptoren oder GPCRs per se ermoglichen.
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4. Diskussion

4.1. Heterologe Expression von GPCRs

Die Interaktion von Zellen mit ihrer Umwelt wird durch eine Vielzahl verschiedener,
membranstindiger Rezeptoren ermdglicht. Aufgrund ihrer Funktionen wird offensichtlich, dass
die Analyse dieser Proteine von groBer medizinischer und pharmazeutischer Bedeutung ist.
Deshalb gelangte diese Proteinspezies in den letzten Jahren verstdrkt in den Fokus der
Wissenschaft. Die Verfligbarkeit einzelner Membranproteine zu Untersuchungszwecken ist
jedoch nicht immer gegeben. Ursache sind meist die geringen in vivo Expressionsraten von
Membranproteinen. Es sind jedoch Proteinmengen im Milligramm-Bereich notwendig, um
Methoden wie z. B. die Kristallisation zur Strukturaufkldrung von Proteinen durchfithren zu
konnen. Selbst funktionelle Studien an Membranproteinen sind oft erschwert, da die Proteine
durch Translokations-Stérungen nicht zu ihrem Wirkungsort gelangen, bzw. nicht nativ gefaltet

sind.

Trotz vielfdltiger Ansétze in den letzten Jahrzehnten existieren nur wenige, erfolgreich etablierte
Methoden fiir die heterologe Expression funktioneller Membranproteine. Membranproteine
werden in heterologen Systemen in der Regel schlechter exprimiert als I6sliche Proteine
(Grisshammer, R. und Tate, C. G., 1995; Gimelbrant, A. A. et al., 1999). Ein Grund hierfiir liegt
z. B. in fehlenden posttranslationalen Modifikationen eukaryotischer Membranproteine. Diese
sind hiufig jedoch notwendig, um die korrekte Faltung und Translokation des Proteins zur
Membran zu gewihrleisten (Otto, J. et al., 1993; Katada, S. et al., 2004; Quirk, P. L. et al., 2004;
Cai, G. et al.,, 2005; MacKinnon, R., 2005). Die richtige Faltung eines Proteins ist eine
Grundvoraussetzung fiir seine Funktion. Es besteht daher ein hoher Bedarf an heterologen
Expressionssystemen, die eine effektive Produktion groferer Mengen nativer Membranproteine
gewihrleisten, um den wachsenden Anforderungen der analytischen Biochemie gerecht zu
werden. In diesem Zusammenhang wurden in den letzten Jahren neben prokaryotischen auch
vermehrt eukaryotische Zellsysteme fiir die Expression von eukaryotischen Membranproteinen

etabliert (Stanasila, L. ef al., 1998; Sarramegna, V. ef al., 2003).

Auch Mitglieder aus der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, einer sehr groflen
Membranprotein-Familie, wurden schon in diversen Zellsystemen wie Bakterien, Hefen-,

Insekten- und zahlreichen Sduger-Zellen mit sehr unterschiedlichen Resultaten exprimiert. Beim
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Vergleich der Expressionssysteme fdllt auf, dass Voraussagen iiber Proteinsyntheseraten von
GPCRs in den verschiedenen Systemen nicht moglich sind. Im Gegenteil: in jedem einzelnen
System wurde die Produktion immer als Rezeptortyp-abhéngig beschrieben (Chapot, M. P. et al.,
1990; Sarramegna, V. et al., 2003). Demnach musste bislang flir jeden Rezeptortyp das

effizienteste Zellsystem empirisch ermittelt werden.

Fine allgemein giiltige Beobachtung war jedoch, dass alle bis dato in Sdugerzellen heterolog
exprimierten GPCRs zur spezifischen Ligandenbindung féhig waren. Mit nur einer Ausnahme
von ~50 Expressionssystemen konnte zusitzlich eine funktionelle Kopplung an das dazugehdrige
G-Protein gezeigt werden (Sarramegna, V. et al., 2003). Dieses Ergebnis macht deutlich, dass
heterologe Saugerzellsysteme fiir in vivo Funktionsstudien sehr gut geeignet sind. Grund hierfiir
sind nicht nur die korrekte Proteinsynthese und Translokation zur Zielmembran, sondern auch das
Vorhandensein der endogenen Proteine von an GPCRs angeschlossenen Signalkaskaden in den

Zellen.

Diese Beobachtungen treffen jedoch nur in geringem Ausmall auf die Expression von
Geruchsrezeptoren als Mitglieder der GPCRs zu. Obwohl verschiedene heterologe
Expressionssysteme wie z. B. E. coli (Kiefer, H. et al., 1996), SF9 Insektenzellen (Raming, K. et
al., 1993; Nekrasova, E. et al., 1996) und HEK-293 Saugerzellen (Gimelbrant, A. A. et al., 1999;
Hatt, H. ef al., 2001) seit Jahren fiir die Expression von Geruchsrezeptoren verwendet werden,
war nur selten eine Funktionalitit der Rezeptoren zu beobachten. Eine unzureichende
Translokation zur Plasmamembran durch das verstirkte Zuriickhalten der Rezeptoren im ER
scheint der Hauptgrund fiir die oftmals ausbleibende funktionelle Proteinsynthese in heterologen
Systemen zu sein (McClintock, T. S. et al., 1997; Gimelbrant, A. A. et al., 1999; Gimelbrant, A.
A.etal.,2001; Lu, M. et al., 2003).

Aus diesen Griinden wurden im Rahmen der vorgelegten Arbeit neue OR-Expressionssysteme

etabliert, welche die Translokation und Funktionalitit des Geruchsrezeptors ORS gewihrleisten.

Als Saugerzellsystem fiir funktionelle Studien wurde die murine Zelllinie P19 ausgewéhlt. Diese
stammt aus einem murinen Hodenkarzinom und ist fiir ihre Differenzierbarkeit in neuronale
Zellen bekannt. Durch Goto und Mitarbeiter konnte gezeigt werden, dass u. a. in
Hodengewebszellen die Expression von olfaktorischen Rezeptoren erfolgt (Goto, T. ef al., 2001).
Das damit verbundene Potential der P19-Zelllinie zur funktionellen Produktion von
Geruchsrezeptoren sollte in dieser Arbeit untersucht und fiir Funktionsstudien des OR5-Rezeptors

im Rahmen seiner Signaltransduktion genutzt werden.
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Fiir die weit groleren Mengen, die fiir eine Strukturanalyse benotigt werden, wurde die Hefe
Saccharomyces cerevisae  ausgewdhlt. Dieses  Expressionssystem sollte eine hohe
Proteinsyntheserate sowie die Funktionalitit der ORS5-Proteinspezies gewdéhrleisten, um eine

Isolierung und strukturelle Untersuchung zu ermoglichen.

4.1.1. Die murine Stammzelllinie P19: eine ideale Plattform zur funktionellen

Expression von Geruchsrezeptoren?

Embryonale Stammzellen besitzen die nahezu unbeschrinkte Fahigkeit zur Zellteilung und das
Potential, sich theoretisch in jeden Zelltyp des Ursprungsorganismus zu differenzieren. Eine
Vielzahl muriner Zelllinien wurde aus embryonalen Stammzellen als permanente Zelllinie
generiert. In Anbetracht ethischer Konflikte beziiglich humaner Stammzellforschung liefern sie
eine gute Grundlage fiir Untersuchungen zur Zell- und Entwicklungsbiologie sowie der

Zellregeneration.

Die Odora-Zellen, eine aus ORNs generierte Stammzellinie, wurde bereits als Plattform fiir die
Geruchsrezeptorexpression vorgestellt. In der Odora-Zelllinie wurde eine korrekte Translokation
rekombinanter Geruchsrezeptorspezies gezeigt, was eventuell auf ihren Ursprung zuriickzufiihren
ist. Allerdings wurde fiir diese Zelllinie der Transport zur Plasmamembran nur im differenzierten
Zustand gezeigt, in undifferenzierten, Fibroblasten-dhnlichen Zellen werden ORs auch hier in
Golgiapparat und Endosomen zuriickgehalten (Murrell, J. R. und Hunter, D. D., 1999;
Gimelbrant, A. A. et al., 2001). In anderen Zellsystemen wurde die OR-Translokation nur durch
Co-Transfektion von odr-4, einem Chaperon aus Caenorhabditis elegans (Dwyer, N. D. et al.,
1998; Gimelbrant, A. A. et al., 2001), oder durch Fusionen von Transportsequenzen am
N-Terminus des Rezeptors erreicht (Wellerdieck, C. et al., 1997; Krautwurst, D. et al., 1998;
Bockaert, J. und Pin, J. P., 1999; Wetzel, C. H. et al., 1999; Gimelbrant, A. A. et al., 2001;
Gaillard, 1. et al., 2002). So wurde z.B. gezeigt, dass OR-Chiméren mit den ersten 20
Aminosduren von Rhodopsin effizienter zur Plasmamembran transportiert werden. Weitere
Fusionsstrategien beruhten z. B. auf der N-terminalen Membranimportsequenz eines Serotonin-

sowie des 5-HT; Rezeptors.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich ebenfalls um eine Stammzelllinie, die
murinen P19-Zellen, die als Expressionsplattform fiir den Geruchsrezeptor dienten. Es wurden
zundchst eine eingehende Untersuchung der P19-Zellen, und anschlieend ein erfolgreicher

Funktionsnachweis des rekombinanten Rezeptors in diesen Zellen durchgefiihrt. Ausgewihlt
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wurde diese Zelllinie, da sie verschiedene Charakteristiken aufweist, welche fiir die funktionelle
GPCR-Expression von Bedeutung sind. Diese Zelllinie ist eine Teratokarzinom-Stammzelllinie,
die durch Implantation embryonaler Stammzellen in murines Hodengewebe generiert wurde.
Retinolsdure (RA)-Behandlung induziert die Differenzierung von P19-Zellen in einen neuronalen
Phanotyp (Jones-Villeneuve, E. et al., 1982; Jones-Villeneuve, E. M. et al., 1983), charakterisiert
durch eine bipolare neuronale Morphologie und die Expression von Neurotransmittern sowie den
neuronalen Markern B-III-Tubulin und Neurofilament-200 (Jones-Villeneuve, E. M. et al., 1983;
Martins, A. H. et al., 2005). Die Reifung der P19-Zellen scheint ab dem 9. Tag nach RA-
Induktion abgeschlossen, da zu diesem Zeitpunkt Synaptotagmin nachgewiesen werden kann
(Parnas, D. et al., 1998). Dieses Protein zeigt die Bildung von Synapsen in Neuronen an.
Aufgrund des Nachweises verschiedener cholinerger Marker und Subtypen des muskarinen
Acetylcholinrezeptors (mAChR) wird diese Zelllinie als in vivo-Modell fiir die neuronale
Differenzierung zur Untersuchung von mAChRs verwendet (Parnas, D. ef al., 1998). So konnte
durch ,,Calcium Imaging*“-Experimente gezeigt werden, dass nach neuronaler Differenzierung in
diesen Zellen eine Kopplung des mAChR an die entsprechende Signalkaskade erfolgt (Martins,
A. H. et al., 2005). Da es sich bei dem muskarinen AChR ebenfalls um ein Mitglied der Familie
der GPCRs handelt, welches iiber G; Signale an das Zellinnere weiterleitet, basiert die
vorliegende Arbeit auf der Annahme, dass die P19-Zellen ebenfalls eine gute in vivo Plattform fiir

die funktionelle Kopplung von olfaktorischen GPCRs bieten.

In dieser Arbeit wurden die P19-Zellen als eine Zelllinie vorgestellt, die den Phénotyp gereifter
olfaktorischer Rezeptorneuronen aufweist und nicht urspriinglich aus der embryonalen,
olfaktorischen Plakode stammt. Die effiziente Translokation eines Geruchsrezeptors sowie die
stabile Immortalisierung hebt die P19-Zelllinie von anderen in diesem Bereich verwendeten
Zellsystemen ab, deren grofites Problem die mangelnde Translokation rekombinanter Rezeptoren
zur Plasmamembran ist. Bislang wurde ausschlieBlich den ORNs die Fahigkeit zugeschrieben,
nicht-manipulierte ORs korrekt zur Plasmamembran zu translozieren, und sogar einige
olfaktorische Zelllinien waren nicht in der Lage, die Translokation dieser Rezeptorgruppe korrekt
durchzufiihren (McClintock, T. S. et al., 1997; Gimelbrant, A. A. et al., 1999). Eine Ursache fiir
den Verbleib von Plasmamembranproteinen im ER ist neben der Fehlfaltung auch das Fehlen
eines ,,Bindungspartners® zur Heteromerisierung. Etwas dhnliches ist fiir GPCRs beschrieben,
deren Akkumulation in Subbereichen der Plasmamembran nach Bockaert durch spezielle
Helferproteine bewirkt wird (Bockaert, J. und Pin, J. P., 1999). Eventuell konnte in ORNs auch
ein Transportsuppressor fehlen, der in anderen Zelllinien konstitutiv exprimiert wird. Worauf

diese komplexen Transportmechanismen beruhen, bleibt unklar. Es wird jedoch offensichtlich,
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dass sie in olfaktorischen Zellen streng kontrolliert sind, was erneut die besondere Stellung dieser
Zellen hervorhebt. In dieser Arbeit wurde erstmals die funktionelle Translokation eines
Geruchsrezeptors in einer nicht olfaktorischen Zelllinie ohne die Verwendung spezieller
N-terminaler Transportsequenzen gezeigt. Abgesehen von einer Histidin-Abfolge und kurzen
Linker-Sequenzen wurde die Expression des Geruchsrezeptors ohne Signalsequenzen
durchgefiihrt. Im  Unterschied zu der Odora-Zelllinie wird das rekombinante

Geruchsrezeptorprotein sogar in nicht differenzierten Zellen in die Plasmamembran inseriert.

Nach unserem Wissen wurde diese Zelllinie bisher nicht auf typische olfaktorische Marker, wie
beispielsweise das olfaktorische Marker Protein (OMP), untersucht. OMP ist ein
cytoplasmatisches Protein, welches als genereller Marker fiir adulte olfaktorische
Rezeptorneuronen (ORNs) bzw. vomeronasale Neuronen in Vertebraten gilt (Tarozzo et al.,
1998). Die Funktion des Proteins ist noch nicht vollstindig geklért, es existieren jedoch Hinweise
darauf, dass OMP als allosterischer Modulator eines Bestandteiles der olfaktorischen
Signalkaskade fungiert (Smith, P. C. et al, 2002). Obwohl sich die Expression von
Geruchsrezeptoren nicht ausschlieflich auf Neuronen des olfaktorischen Epithels beschrinkt,
sondern auch in Gewebe aus Hoden, Herz, Milz und Ganglien nachgewiesen wurde (Parmentier,
M. et al., 1992; Drutel, G. et al., 1995; Blache, P. ef al., 1998; Weber, M. et al., 2002), ist die
OMP-Expression nach allgemeiner Ansicht auf maturierte ORNs limitiert. Bei der P19-Zelllinie
handelt es sich jedoch nicht um eine Zelllinie, welche aus Vorlduferzellen der ORNs generiert
wurde, wie es flir diverse, auf dem Gebiet der Olfaktion zu Forschungszwecken eingesetzten
Zelllinien der Fall ist. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass OMP in den P19-Zellen exprimiert
wird, und zusétzlich eine signifikante Hochregulierung der OMP-mRNA im Kontext der

neuronalen Differenzierung erfolgt.

Das Vorkommen von G-Proteinen ist ebenfalls fiir diese Zelllinie beschrieben. Es handelt sich um
Ga,; und Goys, welche offenbar eine wichtige Rolle in der neuronalen Differenzierung der P19-
Zellen darstellen (Jho, E.-H. und Malbon, C. C., 1997), jedoch nicht an der olfaktorischen
Signalkaskade beteiligt sind. Mit dem Nachweis von G und G4 konnten wir den P19-Zellen
zwel weitere endogene G-Proteine zuweisen. Bei Ggr handelt es sich um das olfaktorische
G-Protein, welches vorwiegend in adulten ORNs exprimiert wird, unldngst jedoch auch in
Spermien detektiert wurde (Baxendale, R. W. und Fraser, L. R., 2003; Spehr, M. et al., 2004).
Dieses Ergebnis ist nicht {iberraschend, wenn man bedenkt, dass eine auf Olfaktion begriindete
Chemotaxis in Spermienzellen belegt wurde. G ist zum einen in Chemotaxisvorgénge involviert,

zum anderen ist es aber auch hinsichtlich der Olfaktion erwihnenswert, da fiir verschiedene
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Geruchsrezeptoren eine Kopplung tiber G4 an den Inositol 1,4,5- Triphosphat (IP3) - anstelle des
cAMP Signaltransduktionsweges - gezeigt wurde (Boekhoff, 1. et al., 1990).

Ein weiteres Markerprotein ist die Adenylylcyclase III (ACIII), ein Membran-assoziiertes Protein,
welches nach Aktivierung durch G-Proteine die Umsetzung von ATP zu cAMP katalysiert. Auch
dieses Protein wurde urspriinglich im olfaktorischen Epithelium entdeckt und wird vorrangig dort
exprimiert. Dieses Enzym wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit auf Protein-Ebene durch
Immunmarkierungs-Experimente in der P19-Stammzelllinie detektiert.

Der Nachweis von OMP, G und ACIII in den P19-Zellen liefert einen deutlichen Hinweis
darauf, dass diese Zelllinie zahlreiche Eigenschaften von Neuronen des olfaktorischen
Epitheliums aufweist. Es ldsst sich spekulieren, dass die zellulire Umgebung bei der Entstehung
des Karzinoms (dem Hodengewebe) - etwa durch ausgeschiittete Botenstoffe - zu einer gewissen
Modulation der Transkriptionsereignisse gefiihrt hat, wodurch eine Art ,,Prigung™ der Zellen
durch die Umgebung des Gewebes stattfand. Wie schon erwdhnt, weisen Zellen aus
Hodengewebe Ahnlichkeiten zu olfaktorischen Zellen auf, wodurch sich eventuell der besondere
Phinotyp der P19-Zellen erkldren ldsst. Eine andere Moglichkeit ist natiirlich eine grofle
Heterogenitit innerhalb der P19-Zellen, die unter anderem neuronale Zellen mit ORN-Phénotyp
zulésst.

Die Funktionalitit des exprimierten Geruchsrezeptors wurde durch Untersuchungen zum
Liganden-induzierten Ca®"-Einstrom in die Zelle belegt. Im Einklang mit den Ergebnissen zur
Hochregulierung olfaktorischer Markerproteine nach Differenzierung der P19-Zellen lie sich in
iiber der Hilfte aller Messungen ein Ca*"-Einstrom nach Zugabe des OR5-Liganden Lilial in
neuronalen, ORS5-SFVICap-infizierten Zellen zeigen. Trotz einer effizienten Translokation des
Rezeptors auch in Fibroblasten-dhnlichen P19-Zellen war kein eindeutiger, Rezeptor-bedingter
Ca®*-FluB zu beobachten. Sowohl in Zellen, welche LacZ exprimierten als auch in den OR5-
infizierten Zellen erfolgte in 11,8 bzw. 16,7% der Messungen ein lonenstrom nach
Ligandenzugabe. Da davon auszugehen ist, dass ein korrekt translozierter Rezeptor - gerade im
Falle der Geruchsrezeptoren — auch funktionell gefaltet sein muss, kann spekuliert werden, dass
die ausbleibende Signaltransduktion in Fibroblasten-dhnlichen P19-Zellen auf Defizite im
Bereich der Transduktions-Komponenten zuriickzufithren ist. Trotz allem bedarf es weiterer
Messungen und Kontrollen, um zu kléren, ob diese vereinzelten Induktionen auf methodischen
Interferenzen beruhen, oder auf eine teilweise erfolgte, spontane Differenzierung der Zellen und
endogene Rezeptoren zurilickzufiihren sind.

Zusammengefasst erfolgte in P19-Zellen eine signifikante Hochregulierung verschiedener, fiir

olfaktorische Neuronen charakteristischer Schlisselelemente im Verlauf der neuronalen
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Differenzierung sowie der korrekte Transport eines exogenen Geruchsrezeptors zur
Plasmamembran. Zusétzlich wurde ein entscheidender Hinweis auf die funktionelle Kopplung des
rekombinanten Rezeptors an die Signalkaskade in neuronalen P19-Zellen erbracht.

Eine Zelllinie, welche die Fihigkeit besitzt, rekombinante ORs korrekt und funktionell zu
translozieren, konnte Einblicke in grundlegende Transport- und Funktionsmechanismen geben.
Diese Zelllinie soll in Zukunft als potente Plattform fiir Expressions- und Funktionsstudien

weiterer olfaktorischer Rezeptoren sowie anderer GPCRs dienen.

4.1.2. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae als potentes Expressionssystem fiir einen

Geruchsrezeptor

Besonderes Augenmerk liegt neben funktionellen Untersuchungen auch auf der
Strukturaufkldrung von GPCRs, da bisher nur eine Struktur dieser Rezeptorfamilie, die des
Rinderopsins, vorliegt (Palczewski, K. ef al., 2000). Da GPCRs momentan jedoch ~zwei Drittel
aller pharmazeutisch aktiven Rezeptoren darstellen, ist die Strukturaufklirung von Mitgliedern
dieser Familie sehr wichtig, um generelle Mechanismen zu entschliisseln und in weitere

Untersuchungen einzubeziehen.

In dieser Arbeit konnten unter anderem zwei grundlegende Problematiken der Membranprotein-
Forschung bewiltigt werden: zum einen wurde das OR-Protein bis zu einer hohen Homogenitét
isoliert, zum anderen reichten die erhaltenen Mengen aus, um neben den bereits beschriebenen
Methoden in Zukunft weitere Untersuchungen wie z. B. die Integration des Rezeptors auf
kiinstliche Oberflichen zu ermdglichen. Dieser Ansatz konnte Ergebnisse liefern, die eine
Weiterentwicklung molekular-basierter Sensoren ermoglicht. Zusitzlich konnten durch
Interaktionsstudien weitere Einblicke in Aktivierungs/Deaktivierungs-Vorgdnge gewonnen

werden.

Die strukturelle Untersuchung von Proteinen durch Kristallisation ist in der Regel ein
langwieriger Prozess, da aufwendige Optimierungen notwendig sind, um geeignete Bedingungen
fiir das Kristallwachstum zu identifizieren. Aus diesem Grund werden meist grolere Mengen
eines Proteins benotigt. Aufgrund der vergleichsweise geringen Menge an Geruchsrezeptoren in
einem Organismus sollte das Geruchsrezeptorprotein ORS nicht quantitativ aus Primérgewebe
gewonnen werden. Deshalb wurde unter anderem die Isolierung des OR5-Proteins aus P19-Zellen
untersucht. Aufgrund der geringen Zellzahl dieser adhédrent wachsenden Zelllinie wurde jedoch

ein weiteres Expressionssystems etabliert, um groere Mengen des Rezeptorproteins zu
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produzieren. In der Regel werden fiir diese Art der Fragestellung E. coli- oder Hefezellen
verwendet, da mit diesen Systemen hohere Zellmengen als mit Sdugerzellen erreicht werden. In
prokaryotischen Zellen konnen oft hohe Proteinsyntheseraten erzielt werden, wodurch das
hydrophobe, rekombinante Protein allerdings meistens in EinschluBkorpern vorliegt. Dadurch
kann eine Aufreinigung zwar erleichtert werden, je nach weiterer Verwendung bedarf es jedoch
einer Riickfaltung in den potentiell nativen Zustand des Proteins. Dieser Vorgang funktioniert
nicht immer und beinhaltet im Falle einer erfolgten Riickfaltung immer die Moglichkeit, zwar
gefaltetes, jedoch nicht nativ gefaltetes Protein zu erhalten. Weil Hefe eine Art intermediére
Stellung zwischen prokaryotischen und hoheren eukaryotischen Zellen einnimmt und fiir die
Produktion von Sdugetierproteinen verschiedene Vorteile von E. coli- und Sdugerzellen in sich
vereint, wurde sie unter anderem im Rahmen der vorgelegten Arbeit zur Expression von ORS5
ausgewdhlt. Vorteile sind die einfache Handhabung und genetische Manipulierbarkeit, wie man
es in dhnlicher Weise von Prokaryoten kennt. Auflerdem sind relativ hohe Expressionsraten
rekombinanter Proteine im Bereich von durchschnittlich ~1% Protein/Trockengewicht (Angabe
aus LabFaqgs, Roche Diagnostics GmbH) erreichbar - deutlich mehr als in Sdugerzellen.
Gegeniiber E. coli besitzt Hefe die Fahigkeit, posttranslationale Modifikationen, wie z. B.
Glykosylierungen oder Acetylierungen, durchzufiihren. Dadurch wird gegebenenfalls die korrekte
Translokation zu den Zielkompartimenten ermoglicht. Es ist zwar bekannt, dass die Art der
Modifikationen im Detail von denen in Sdugerzellen abweicht, in der Regel konnen in Hefe
jedoch auch komplexe Proteine, wie z. B. Membranproteine, funktionell exprimiert werden. Da
Hefen endogene GPCRs sowie G-Proteine enthalten, wurde davon ausgegangen, dass sie
posttranslationale Modifikationen zur Herstellung funktioneller GPCRs sowie die ndtigen
Translokationsprozesse durchfilhren konnen. Die von Sdugermembranen abweichende
Lipidzusammensetzung der Hefe sowie die schon erwéhnten Unterschiede in der Glykosylierung
konnten natiirlich auch den nativen Zustand und die Funktionalitdt des rekombinanten Rezeptors
beeinflussen (Kaushal, S. et al., 1994). Es wurde jedoch bisher gezeigt, dass fast alle in Hefe
exprimierten GPCRs zur Ligandenbindung fahig waren. Obwohl nur in wenigen Féllen eine
G-Protein-Kopplung nachgewiesen wurde (King, K. et al., 1995; Price, L. et al., 1995;
Kajkowski, E. M. et al., 1997; Erickson, J. R. et al., 1998), sollte das Hefesystem als zweites
ORS5-Expressionssystem verwendet werden, da fiir die Proteinsynthese des Rezeptors im gro3en
MafBstab keine G-Protein-Bindung in vivo notwendig ist. Die Induktion des OR-Gens in dem
rekombinanten S. cerevisiae-System erfolgte unter Kontrolle des starken GALI-Promotors,
wodurch vergleichsweise hohe Expressionsniveaus erreicht wurden. In Kombination mit der

durchgefiihrten Observierung des UPR-Zustandes der Expressionsstimme und der zusétzlichen
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Co-Expression von Transkriptionsfaktoren wurde die Qualitdt der Proteinsynthese entscheidend
optimiert. Die Produktion von funktionellem Protein ist eine grundlegende Vorraussetzung fiir die
Strukturaufkldrung nativ gefalteter Proteine. Das verwendete Expressionssystem erwies sich als
geeignet flr die Proteinsynthese des Geruchsrezeptors, da neben den schon erwihnten Vorteilen
eine spezifische Ligandenbindung am isolierten Rezeptor gezeigt werden konnte. Der Anteil
funktionellen Proteins am isolierten Gesamtprotein betrug >90%. Zusitzlich wurde ein Kp-Wert
von 94 uM erreicht. Die Affinitit erscheint in Relation zu in vivo Rezeptor/Liganden-Paarungen
gering, aufgrund der Hydrophobizitit des Liganden, der Anwesenheit von Detergenz-Mizellen
und der Abwesenheit von Odorant-Bindeproteinen im verwendeten in vitro System kann jedoch
spekuliert werden, dass die tatsdchliche Ligandenkonzentration in der wéssrigen Phase wesentlich
geringer als die absolute Konzentration war. Verglichen mit dem Kp-Wert von 340 uM eines aus
E. coli isolierten ORS5-Rezeptors (Kiefer, H. et al.,, 1996) konnte fiir den aus Hefe isolierten

Rezeptor demnach sogar eine wesentlich hohere Liganden-Affinitit demonstriert werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass offensichtlich keine N-Glykosylierung des OR5-Rezeptors fiir
seine Funktionalitét in vitro notwendig war, kann argumentiert werden, dass ein prokaryotisches
System ebenfalls fiir die Expression von Geruchsrezeptoren geeignet ist. Allerdings ist bisher nur
ein Fall fiir eine Geruchsrezeptorproduktion in E. coli bekannt. Das Rezeptorprotein lag in
Einschlusskorpern vor, wodurch eine Riickfaltung des denaturierten Rezeptors notwendig war.
Trotz einer hohen Ausbeute von 20 mg/l Kultur wurde nach Aussage der Autoren keine
Homogenitdt nach der Reinigung erzielt. Besonders hervorzuheben ist auBerdem, dass die
Autoren die hohe Expression nur durch gezielte Anderung der Ladungsverteilung des Rezeptors
im N-terminalen Bereich der Aminosdure-Sequenz erreichen konnten (Kiefer, H. ez al., 1996). Im
Vergleich war die Ausbeute des Geruchsrezeptors ORS5 aus dem Expressionssystem Hefe in
dieser Arbeit zwar wesentlich geringer, dafiir lag das Protein in einer deutlich hoheren

Homogenitét, und vor allem innerhalb des OR5-ORFs in Form der nativen Sequenz vor.

Erst kiirzlich wurde durch Ishihara und Mitarbeiter gezeigt, dass ein auf E. coli-Lysat basierendes
in vitro Transkriptions/Translationssystem in Gegenwart von Detergenz und Lipidvesikeln zu
einer hohen Ausbeute 16slicher GPCR-Proteine filihrte (Ishihara, G. ef al., 2005). Die Rezeptoren
wurden in diesem Fall als Thioredoxin-Fusionsproteine in einer mengenoptimierten Form der in
vitro Transkription/Translation produziert. Ein Beispiel stellt der muskarine Acetylcholinrezeptor
mit einer Ausbeute von rund 1 mg/ml Translationsansatz dar. Eventuell konnte dieser Ansatz
auch  fir die  Proteinsynthese eines nicht notwendigerweise  glykosylierten

Geruchsrezeptorproteins in Betracht kommen. Ein Vorteil dieses in vitro Systems gegeniiber
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E. coli wire die Vermeidung der Zielprotein-Denaturierung durch den direkten Einbau des

translatierten Rezeptors in Lipidvesikel.

Verglichen mit dem in dieser Arbeit verwendeten Hefeexpressionssystem konnte durch die in
vitro Translation der limitierende Schritt der Solubilisierung umgangen werden. Trotz allem ist zu
bedenken, dass die in vitro Transkription/Translation keine Alternative zu einem
Expressionssystem wie z.B. dem Hefesystem bietet, wenn quantitative Isolierungen

vorgenommen werden sollen.

Entgegen der bislang verdffentlichten Ergebnisse war es im Rahmen dieser Arbeit moglich, eine
starke Geruchsrezeptorexpression in einem Hefesystem zu erzielen. Nach Durchfithrung der
Isolierung inklusive der Solubilisierung konnte eine Zielprotein-Ausbeute von 1. d. R. 5% der
Ausgangsmenge erzielt werden. Auf den ersten Blick erscheint diese Ausbeute gering, es ist
jedoch zu beachten, dass in groBen Volumina mit Solubilisierungs-Effizienzen von nur ~10-15%
gearbeitet wurde, und im Rahmen von drei Chromatographie-Schritten Verluste auftreten -
sowohl durch unterbliebene Bindung als auch durch Prézipitation des Proteins. Deutlich wurde
die Prézipitation von einem Teil des Proteins nach den ersten beiden Chromatographie-Schritten
beobachtet. Diese ist eventuell auf die pH-induzierte Elution des Rezeptors nach der Antikorper-

Chromatographie zuriickzufiihren.

AulBlerdem wurde gezeigt, dass es sich bei dem isolierten OR5-Protein um vorwiegend gefaltetes,
funktionelles Protein handelt, welches zur Ligandenbindung befdhigt ist. Zusétzlich wurde der

Geruchsrezeptors ORS im mg-MafBstab isoliert.

Ein ganz anderes Problem, welches nicht experimentell behoben werden kann, stellte die
Solubilisierung des Rezeptors dar: trotz einer Vielzahl untersuchter Detergenzien wurden i. d. R.
nur geringe Solubilisierungseffizienzen des Rezeptors erzielt. Eine mogliche Erkldrung fiir die
geringe solubilisierbarkeit liegt in der Akkumulation des Zielproteins in schwer 16slichen
Bereichen der Plasmamembran. Aus diesem Grund soll im folgenden Abschnitt eine mogliche
Assoziation des Rezeptorproteins in so genannten ,,Lipid Rafts* in der Plasmamembran diskutiert

werden.
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4.2. Ist der Geruchsrezeptors ORS mit ,Lipid Rafts“ in der

Plasmamembran assoziiert?

Auffillig war die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete geringe Solubilisierbarkeit des heterolog
synthetisierten Rezeptors aus den Membranen von S. cerevisiae und P19-Zellen. Vor allem die
eingeschrinkte  Solubilisierungseffizienz von Triton X-100 — bekannt fiir hohe
Solubilisierungseffizienzen - wirft die Frage auf, ob das Rezeptorprotein eventuell mit so
genannten ,,Lipid Rafts* in der Plasmamembran co-lokalisiert und deswegen einer Solubilisierung

nicht zugénglich ist.

»Lipid Rafts“, oder genauer als Mikrodomédnen bezeichnet, sind nach heutiger Ansicht
sphingolipid- und cholesterinreiche Doménen innerhalb der Membran, die aufgrund héherer
Acylketten-Schmelztemperaturen nicht in der konventionellen fliissig-kristallinen Phase (),
sondern in der so genannten ,,cholesterol-rich liquid ordered (I,) phase vorliegen. Diese Bereiche
in der Membran zeichnen sich neben einer geringen Dichte und einem hohen Anteil an Caveolin
(Anderson, R. G. W., 1993) u. a. dadurch aus, dass sie in kalten Temperaturen nicht durch Triton
X-100 gelost werden: {ibrig bleibt unlosliches Lipid in Form von ,Detergenz-resistenten
Membranen* (DRMs) (Brown, R. E. und Rose, J. K., 1992; Kubler, E. et al., 1996; London, E.
und Brown, D. A., 2000). Im Gegensatz dazu sind Phospholipide groBtenteils Detergenz-16slich.
DRMs treten in den meisten Sdugerzellmembranen auf, wurden aber auch schon aus S. cerevisiae

isoliert (Kubler, E. ef al., 1996).

Diesen Mikrodoménen werden verschiedene Funktionen zugeschrieben. Neben einem Einflufl auf
Sekretion und Endocytose sowie ,,Protein-Sortierung* innerhalb der Membran (Fiedler, K. ef al.,
1993; Brown, D. A. und London, E., 1998; Bagnat, M. ef al., 2000) ist eine wesentliche Funktion
die erleichterte Initiierung von Signaltransduktionskaskaden (Lisanti, M. P. et al., 1994; Simons,
K. und Ikonen, E., 1997; Anderson, R. G. W., 1998; Brown, D. A. und London, E., 2000). Ein gut
untersuchtes Beispiel ist FceRI, der IgE Rezeptor auf Basophilen und Mastzellen. Es konnte eine
signifikante Co-Lokalisierung des Rezeptors mit einem gesittigten Lipid nachgewiesen werden,
welches iliberwiegend in geordneten Doménen geringer Dichte in Membranen vorliegt (Spink, C.

H. et al., 1990; Thomas, J. et al., 1994; Baird, B. et al., 1999).

Des weiteren ist eine Vielzahl anderer Schliisselmolekiile aus verschiedenen
Signaltransduktionsvorgédngen in derartigen Membran-Clustern angereichert (Anderson, R. G.
W., 1998). Es wurde zum Beispiel eine deutliche Co-Lokalisation von mehreren G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (Raposo, G. et al., 1987; Raposo, G. et al., 1989; Chun, M. et al., 1994),
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diversen G-Proteinen (Sargiacomo, M. et al., 1993; Huang, C. ef al., 1997; Wu, C. et al., 1997;
Okamoto, T. ef al., 1998) und der Adenylylcyclase (Huang, C. et al., 1997) mit DRMs innerhalb
der Plasmamembran hoherer Eukaryoten nachgewiesen. Im Falle der G-Proteine wurde gezeigt,
dass Caveolin-1, welches als Bestandteil von Caveolae mit DRMs assoziiert ist, G-Proteine in die
Mikrodoménen rekrutiert und eventuell sogar eine regulatorische Aufgabe iibernimmt (Li, S. et
al., 1995; Li, S. et al., 1996; Scherer, P. E. et al., 1996). Ein weiteres Beispiel betrifft die
Adenylylcyclase. Diese wurde, wie schon durch Huang und Mitarbeiter in Lymphom-Zellen
gezeigt, im Rahmen dieser Arbeit durch Immunmarkierung in den P19-Zellen nicht homogen an
der Plasmamembran, sondern in lokalen Anreicherungen nachgewiesen (Huang, C. et al., 1997).
Wie aus Abbildung 61 deutlich hervorgeht, liegt dieses Enzym punktuell in separierten Bereichen
an der Plasmamembran vor. Besonders hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang die Arbeit
von Schreiber und Mitarbeitern, in der dargestellt ist, dass Caveolin im olfaktorischen Epithel
stark angereichert ist und auch Geruchsrezeptoren mit dem Auftreten von DRMs bzw. Caveolin

korrelieren (Schreiber, S. et al., 2000).

Das Vorkommen von zwei wichtigen Komponenten der olfaktorischen Signalkaskade in
Mikrodominen der Plasmamembran, die Hinweise darauf, dass GPCRs und im speziellen
olfaktorische Rezeptoren ebenfalls in diesen Membrandoménen akkumulieren, sowie die
Resultate aus dieser Arbeit legen den Schluss nahe, dass der heterolog produzierte

Geruchsrezeptor ORS5 auch in DRMs in S. cerevisiae- und P19-Zellmembranen vorliegt.

Zusammengefasst kann demnach postuliert werden, dass die olfaktorische Signaltransduktion
ebenfalls einer funktionellen Organisation innerhalb spezialisierter Plasmamembran-Doménen

unterliegt und die Anreicherung in den schwer 16slichen DRMs ein generelles Phdnomen ist.

Gerade weil es sich bei der Olfaktion um einen sehr schnellen und empfindlichen
Detektionsmechanismus handelt, kann spekuliert werden, dass tatsichlich ein hoherer
Ordnungsgrad vorhanden sein muss, der ein Zusammenwirken der vielen Komponenten des
Signaltransduktions-Apparates iiberhaupt ermoglicht. Diese spezielle zwei-dimensionale
Anordnung in der Plasmamembran konnte in vivo den Zweck erfiillen, die Komponenten des
olfaktorischen Signaltransduktions-Weges lokal zusammenzufiihren, um Diffusionswege zu
minimieren und das Wechselspiel zwischen Bestandteilen und auch verschiedenen Signalwegen

besser zu kontrollieren.

In diesem Kontext sollen nun auch die widerspriichlichen Resultate zur Lokalisation von ORS in

rekombinanten S. cerevisiae-Zellen beleuchtet werden.
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4.3. Lokalisation des Geruchsrezeptors in S. cerevisiae-Membranen

Im Hefeexpressionssystem fiihrten verschiedene Untersuchungsmethoden zu widerspriichlichen
Ergebnissen beziiglich der Rezeptors-Lokalisation. Fiir beide Expressionssysteme wurde durch
die Methode der Membranseparation eine signifikante Anreicherung des Rezeptorproteins in der
Plasmamembran gezeigt. Durch in sifu Immunmarkierungen wurde ebenfalls eindeutig gezeigt,
dass der rekombinante Rezeptor in P19-Zellen vorwiegend in der Plasmamembran vorliegt,
wihrend in den rekombinanten Hefezellen eine gleichmiaBige, nicht nur auf die Plasmamembran

beschriankte Verteilung des Zielproteins auftrat (Abb. 29).

Geht man nun aber von der oben beschriebenen bevorzugten Lokalisation des Rezeptors in
Mikrodoméinen der Plasmamembran aus, erwarten wir, dass das Protein entgegen der Ergebnisse
der Immunmarkierungs-Experimente vor Allem in der Hefe-Plasmamembran lokalisiert sein
sollte. Zu begriinden ist diese Annahme damit, dass in den Membranen des ER in Hefe nur sehr
geringe Konzentrationen von Sphingolipiden vorhanden sind (Patton, J. L. und Lester, R. L.,
1991; Patton, J. L. und Lester, R. L., 1992). Da DRMs jedoch vorwiegend aus Sphingolipiden
aufgebaut sind, und diese fast ausschlieBlich in der Plasmamembran vorliegen (Brown, D.A. und
London, E, 1998), muss der GroBteil des rekombinanten Rezeptors tatsdchlich aus der

Plasmamembran stammen.

Wenn also die geringe Triton X-100-Loslichkeit in direktem Zusammenhang mit der Assoziation
des Rezeptors mit Mikrodomédnen in der Plasmamembran steht, wiirde dieses Ergebnis in
Kombination mit der Immunmarkierung im Western-Blot die in situ Markierung an fixierten
Hefezellen relativieren. Zusitzlich muf3 betont werden, dass die geringe UPR-Aktivierung im
rekombinanten Hefe-Expressionsstamm keinen Hinweis auf eine verstirkte Fehlfaltung und damit

einen Verbleib des ORs im ER aufzeigte.

Das Abwigen aller erhaltenen Resultate ldsst demnach eine iiberwiegende Anreicherung des
rekombinanten Rezeptors in der Plasmamembran als wahrscheinlich erscheinen. Trotz allem kann

diese offene Frage nur in weiteren Experimenten geklért werden.

4.4. Isolierung und Kristallisation von Membranproteinen

Seit Aufkldrung der ersten Struktur eines Proteins im Jahre 1965 (Blake, C. C. et al., 1965)
konnten bis dato die Strukturen von rund 30.000 Proteinen oder Proteinkomplexen gelost werden.

Bei genauer Durchsicht der Daten wird jedoch deutlich, dass es sich fast ausschlieBlich um
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l6sliche Proteine handelt. Ein sehr geringer Anteil von nur 88 Strukturen (Stand April 2005,

http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins xtal.html) sind auf Transmembranproteine

zuriickzufithren. Das entspricht einem Verhéltnis von 341:1 Strukturen 16slicher Proteine
gegeniiber Transmembranproteinen. Von diesen wenigen Membranprotein-Strukturen ist
wiederum der GroBteil bakterieller Herkunft, und es existiert bis dato erst ein Beispiel fiir ein
heterolog exprimiertes Membranprotein, dass einer Strukturaufkldrung unterzogen werden konnte
(Long, S. B. et al, 2005). Diese Diskrepanz zwischen Strukturen von Idslichen- zu
Membranproteinen wird noch deutlicher, wenn man bedenkt, dass 20-30% aller offenen
Leserahmen aus Eubakterien, Archaea und Eukaryoten fiir Membranproteine kodieren (Wallin, E.

und von-Heijne, G., 1998).

Hauptursache fiir die geringe Zahl erfolgreicher Strukturaufkldrungen von Membranproteinen
liegt in der Schwierigkeit, sie zu isolieren, sowie dem negativen Einfluss ihrer Hydrophobizitit
und verwendeter Detergenzien auf die Kristallisation. Da Membranproteine in vivo nur in
vergleichbar geringen Konzentrationen vorliegen, es jedoch ebenfalls schwierig ist, sie in
heterologen Systemen im nativen Zustand zu produzieren (Tate, C. G., 2001), scheitert der

Versuch, sie strukturaufklarenden Methoden zu unterzichen, meist schon in nuce.

Die Wahl des Expressionssystemes ist entscheidend fiir die Produktion von nativen
Membranproteinen. Obwohl die Membraninsertion und Faltungsprozesse generellen
Mechanismen unterliegen, existieren Unterschiede zwischen prokaryotischen und eukaryotischen
Systemen (Dobberstein, B., 1994). Eukaryotische Membranproteine werden unter Beteiligung des
»dignal recognition particles ausnahmslos co-translational zur Membran transloziert, wihrend
die Translokation von prokaryotischen Membranproteinen zur inneren Membran post-
translational erfolgen kann (Seluanov, A. und Bibi, E., 1997; de Gier, J.-W. und Luirink, J.,
2001). Zusitzlich wirkt sich die Uberproduktion heterologer sowie homologer Membranproteine
hiufig toxisch auf den Organismus aus, da die Integritdit der Membranen durch den

Insertionsvorgang gestort wird (Miroux, B. und Walker, J. E., 1998).

Doch auch nach einer erfolgreichen Proteinbiosynthese muss man sich erst noch den Problemen
bei der Isolierung dieser stark amphipatischen Proteine widmen. Die native Umgebung des
Proteins muss entfernt und durch Detergenzmolekiile ersetzt werden, welche in Form von
Mizellen die Lipiddoppelschicht imitieren, ohne eine Denaturierung des Proteins zu verursachen.
Das Entfernen und Ersetzen der natiirlichen Lipidumgebung macht Membranproteine jedoch
angreifbar fiir Proteasen. Wihrend der proteolytische Verdau von Membranproteinen durch die

Einbettung in die Lipiddoppelschicht stark verlangsamt wird, bieten Detergenzhiillen oft keinen
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ausreichenden Schutz vor endogenen Proteasen. Deshalb ist es in vielen Fillen notwendig,
Mixturen von verschiedenen Proteaseinhibitoren zuzusetzen, die vor allem die Aktivitit von

Metallo- und Serinproteasen inhibieren.

Zusétzlich muss fiir jedes individuelle Membranprotein das geeignete Detergenz experimentell
ermittelt werden. Abhédngig vom Zielprotein und durch Unterschiede in der Lipid- und
Membranzusammensetzung der nativen Membranfragmente konnen die
Solubilisierungseffizienzen stark variieren. Ein Detergenz ist zu wihlen, mit welchem unter
geeigneten Pufferbedingungen die Aktivitét des Proteins erhalten bleibt. Doch auch die Wahl des
Puffersystems kann von entscheidender Bedeutung sein, da Membranproteine selbst in
Gegenwart von Detergenzien zur Aggregation tendieren. In den meisten Fillen wird ein neutraler
pH-Wert gewihlt, da in diesem Bereich die Integritit von Membranprotein in der Regel am

besten gewihrleistet ist.

Die héufig (wie auch in dieser Arbeit) gewéhlte Methode der ,,Jmmobilisierten Metall-Affinitéts-

Chromatographie* (IMAC) bietet fiir die Membranprotein-Isolierung einige wesentliche Vorteile:

1. Die Protein-Absorption wird hdufig in einem fiir die meisten Membranproteine geeigneten,
neutralen pH-Bereich durchgefiihrt. 2. Die Separation kann problemlos in Anwesenheit von NaCl
erfolgen. Der Zusatz von NaCl zur Erhoéhung der ionischen Stirke ist ratsam, wenn es zur
Aggregation des Proteins kommt. 3. Neutrale Detergenzien beeintrachtigen nicht die Protein-
Bindung und Elution. 4. Viele verschiedene Puffersysteme sind mit der IMAC kompatibel, so

dass ein fiir das Protein geeigneter Puffer verwendet werden kann.

Meist reicht ein Chromatographie Schritt jedoch nicht zur vollstdndigen Aufeinigung aus. Aus
diesem Grund wurde ein weiterer Reinigungsschritt mit Hilfe des in der vorliegenden Arbeit
generierten, monoklonalen Antikorpers spezifisch gegen den ORS-Rezeptor etabliert. Die
Kombination dieser beiden Methoden fiir die Aufreinigung des OR5-Rezeptors war erfolgreich.
Eine Messung der Funktionalitit zeigte, dass der Grofteil des isolierten Proteins zur funktionellen

Ligandenbindung fahig war.

Mit dem notwendigen Gebrauch von Detergenzien entsteht jedoch das ndchste Problem: es ist
bekannt, dass diese Losungsvermittler einen negativen Einfluss auf die Kristallisation haben, da
sie den perfekt strukturierten Aufbau eines Kristalls storen. Demnach miissen zur systematischen
Analyse von Kristallisationsbedingungen fiir einzelne Membranproteine nicht nur die bekannten
Additive wie Salz und Prézipitationsmittel, sondern auch verschiedene Detergenzien getestet

werden. Eine systematische Untersuchung von Kristallisationsbedingungen wird jedoch
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wiederum durch die Tatsache erschwert, dass in der Regel sehr geringe Ausbeuten hochgradig

gereinigter Membranproteine zur Verfiigung stehen.

Die Proteinkonzentration sowie Verunreinigungen in der Probe beeinflussen zusitzlich den
Kristallisationsvorgang. Zu niedrige Proteinkonzentrationen verhindern eine flir die
Kristallisation notwendige Séttigung der Losung, wihrend zu hohe Konzentrationen zur
Ausbildung von unspezifischen Proteinaggregaten oder fehlerhaften Kristallen fithren konnen.
Fremdstoffe konnen eine Kristallisation verhindern oder die Entstehung von Kristallen niederer
Qualitdt mit geringer Streufdhigkeit verursachen. In der Regel liefern homogene Kristalle eine

hohere Auflésung (Thomas, B. R. ef al., 1996; Moreno, A. et al., 2005).

Im Falle des Geruchsrezeptors ORS5 war zwar die Ausgangskonzentration des Rezeptors direkt
nach der Expression im Hefesystem hoch (0,9% des Rezeptors in Gesamtmembranen), es wurde
jedoch offensichtlich, dass die Isolation bis zu einer apparenten Homogenitit nicht ohne die
monoklonalen ORS5-Antikdrper moglich gewesen wire. Trotz methodisch unvermeidbarer
Verluste eines grofen Anteils des Zielproteins konnte ein Teil des gereinigten Rezeptorproteins
fiir Kristallisationsversuche verwendet werden. Es wurden verschiedene ORS-Kristalle erzeugt,
welche jedoch keine Beugung von Rontgenstrahlung verursachten und demnach nicht zu einer

Strukturaufklarung des Rezeptors verwendet werden konnten.

Bei einer kleinen Zahl erhaltener Kristalle ist es schwierig, generelle Aussagen iiber die
untersuchten Kristallisationsbedingungen zu machen. Deshalb sollen hier nur drei Beobachtungen
erortert werden: es fallt auf, dass die beiden groferen Kristalle aus den Ansédtzen stammen,
welche in Anwesenheit des ORS5-Liganden Lilial durchgefiihrt wurden. Dies konnte bedeuten,
dass eine Zugabe des spezifischen Liganden die Kristallisation des Rezeptors fordert. Dieses
Phinomen wurde bereits in mehreren Arbeiten beschrieben (Calmuschi, B. ef al., 2004; Koepke,
J. et al., 2005). So konnte die Kristallqualitdt und damit die Diffraktion verbessert werden. Dieser
Aspekt wird deshalb in weiteren Versuchen, das ORS5-Protein zu kristallisieren, beachtet werden.
Die zweite Beobachtung betrifft das verwendete Prézipitationsmittel: Der grof3te Kristall entstand
unter Prézipitation mit PEG-4.000, drei weitere Kristalle unter PEG geringerer GroB3e. Nach
Durchsicht der verwendeten Prézipitationsmittel aller bisher kristallisierten Membranproteine fallt
auf, dass dieses Additiv in tiberdurchschnittlich vielen Fillen (19 von 88) zu einer Kristallisation
gefiihrt hatte. PEG bewirkt auf der einen Seite - dhnlich wie Salze — eine mehr oder weniger
ausgepriagte Dehydratisierung der anwesenden Proteine und zusétzlich eine Erhohung der
Dielektrizitdtskonstante des Wassers, wodurch sich Makromolekiile — getrieben durch die

hoheren elektrostatischen Wechselwirkungen — vermehrt zusammenlagern. Durch Bildung einer
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Art molekularen Netzwerkes zwischen PEG- und Wassermolekiilen wird dieser Effekt zusitzlich
verstirkt (McPherson, A., 1990). Wenn es sich bei PEG-4.000 um ein fiir die
Membranproteinkristallisation besonders geeignetes Prizipitationsmittel handelt, kdnnte es auch
im Falle von ORS nach Verfeinerung der Bedingungen zur Bildung von Kristallen mit hoherer
Qualitét fihren. Dies konnte auch eine Co-Kristallisation mit den Fab-Fragmenten der isolierten
ORS5-Antikorper einschlieBen. Eine Vergroflerung der polaren Oberfldche eines Membranproteins
kann die Formation von geordneten Kristallen erhdhen (Ostermeier, C. ef al., 1995; Hunte, C. und
Michel, H., 2002). Erreicht wird dies in der Regel durch die Anlagerung polarer Doménen wie
z. B. spezifischer Antikorper-Fragmente (Tormo, J. et al., 1994; Ostermeier, C. et al., 1995;
Kwong, P. D. et al., 1998). Eine andere Auffilligkeit betraf die Zeit, die zur Bildung von einigen
Kristallen bendtigt wurde. Solche Kristallisationsanséitze, die erst nach bis zu 6 Monaten
Kristallwachstum aufwiesen, enthielten jene Kristalle, welche rein optisch den strukturiertesten
Aufbau besallen. Diese Beobachtung gibt eindeutig einen Hinweis auf die notwendigen
Konzentrationen der Proteinlésung und des Féallungsmittels. Nach einer Lagerzeit von mehreren
Monaten kommt es zwangsldufig zur Konzentrierung der verwendeten Losungen durch
Verdunstung. Demnach sollte eine Optimierung der Kristallisationsbedingungen zwingend den
Gebrauch hoherer Konzentrationen der Proteinlosung und/oder des verwendeten Puffers
beinhalten Zusammengefalit erwiesen sich die Bedingungen Nr. 11, 37 und 43 des Crystal
Screens Basic von Sigma als vielversprechend und sollten deshalb unter Variation der

Konzentrationen aller beteiligten Substanzen in weitere Untersuchungen integriert werden.

Die detaillierte Strukturanalyse ist momentan eine der besten Moglichkeiten, Einsicht in die
speziellen Funktionen dieser Proteingruppe zu bekommen und zu Grunde liegende biologische
Prozesse vollstindig zu verstehen. Kristalle von hoher Qualitét fiir die Rontgenstrukturanalyse zu
erhalten, bleibt zwar weiterhin kompliziert, die Erfahrung im Umgang mit Membranproteinen
wichst jedoch von Jahr zu Jahr. Demnach scheint es absehbar, bis — aufgrund der vielen

gewonnenen Resultate - die Struktur eines weiteren GPCRs gelost werden kann.

4.5. Die kiinstliche Nase

Die kiinstliche Imitation vielschichtiger biologischer Systeme, wie z. B. die unserer
Sinneswahrnehmungen, ist bis dato aufgrund ihrer Komplexitidt kaum erreichbar. Weinkenner
oder Parfumeure beweisen ,.einen guten Riecher”, da sie in der Lage sind, weit mehr Diifte zu

unterscheiden als untrainierte Menschen. Besonders eindrucksvoll sind einige nasale Fahigkeiten
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aus dem Tierreich. So sind trainierte Hunde in der Lage, einer Duftspur iiber viele Kilometer zu
folgen, obwohl nur wenige Duftmolekiile an Hauswinden, auf Wegen oder Gegenstdanden haften.
Aufgrund guter Fern-, aber schlechter Nahsichtigkeit verlassen sich viele Tiere hauptséchlich auf
ihren Geruchssinn zur Orientierung. Diese Beispiele unterstreichen die Sensitivitdt und

Vielseitigkeit dieser Sinneswahrnehmung.

Trotz ausreichender Fihigkeiten ist der Mensch jedoch nicht in der Lage, alle Stoffe oder
bestimmte Stoffe in geringen Konzentrationen zu riechen. In einigen Féllen, wie z. B. bei giftigen
oder explosiven Stoffen, kann das tddliche Konsequenzen haben. Als Beispiele seien hier
Stickstoffdioxid, Kohlendioxid, Wasserkontaminanten, Abbauprodukte verdorbener Lebensmittel

oder auch Korpergeriiche, verursacht durch bestimmte Krankheiten, zu nennen.

Der Aufbau so genannter ,kiinstlicher Nasen®, erstmalig durch Persaud und Dodd beschrieben
(Persaud, K. und Dodd, G., 1982), ist nicht mit dem biologischen System zu vergleichen. Sie
basieren zwar auf hochempfindlichen Sensorsystemen, diese sind bisher jedoch aus Metalloxiden,
Schwingquarzen oder leitfahigen Polymeren aufgebaut, die nach Ligandenbindung ihre Férbung,
Resonanzfrequenz oder auch Leitfdhigkeit &ndern. Entsprechend der zu messenden Substanz wird
eine reaktive Gruppe verwendet, die zur Bindung des Zielliganden befdhigt ist, wodurch im
Anschluss eine messbare Reaktion erfolgt. Im Falle von Metalloxid-Federbalken wird eine
Verdanderung der Kriimmung durch Anlagerung des zu detektierenden Stoffes gemessen. Ein
prominentes Beispiel fiir eine detektierbare Farbverdnderung im biologischen System ist die
unterschiedliche Farbung des Blutes durch Bindung von mehr oder weniger Sauerstoffmolekiilen
an das Hamoglobin in den roten Blutkorperchen. Die Eisenporphyrine lassen bei verstirkter
Sauerstoff-Komplexierung das Blut heller erscheinen. Array-Systeme mit verschiedenen
Metalloporphyrinen konnen demnach tiiber substanzspezifische Bindungsmuster zum Nachweis
verschiedener Substanzen eingesetzt werden. Sensoren, welche iiber die Leitfdhigkeit Substanzen
detektieren, sprechen mit unterschiedlichen Empfindlichkeiten auf nahezu alle Gase an.
Prinzipiell wird die Verdnderung des Widerstandes ermittelt, sobald die Sensoren einer
verdanderten Gaszusammensetzung exponiert werden. Die resultierenden Muster werden dann mit
vorhandenen Daten verglichen, um die Komponenten zu ermitteln. Ein weiteres Beispiel ist die
Branderkennung mit Hilfe derartiger Sensorsysteme. In einem Fall wurden lichtempfindliche
Messsensoren fiir den Nachweis von Stickstoffdioxid benutzt (Nezel, T. et al., 2003). Nach
Anbindung des Gases verdndern die Kunststoffoberflichen der Sensoren ihre lichtdurchlidssigen
Eigenschaften. Durch die hohe Empfindlichkeit konnen Brédnde friither als durch herkdmmliche

Brandmelder nachgewiesen werden.
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Kiinstliche Nasen haben sich schon fiir eine Vielzahl von Nachweisen bewihrt und werden auch
in Zukunft dazu beitragen, dass Sicherheit und Qualitétskontrollen verbessert werden. Es bleibt
jedoch zu betonen, dass sie - trotz ihrer Bezeichnung- weder riechen, noch die biologische Nase
ersetzen konnen. Es handelt sich ,lediglich“ um Sensorsysteme, mit denen Gase oder
Gasgemische identifiziert werden. Auf dieser Grundlage koénnen jedoch weitere wichtige
Aspekte, wie z. B. die Erkennung von Krankheiten auf Basis ihrer Erreger oder Abbauprodukte,
bearbeitet werden. Erste Fortschritte im medizinischen Bereich konnten bislang bei Erkrankungen
gemacht werden, in denen eine krankheitsbedingte Verdnderung der Zusammensetzung der
ausgeatmeten Luft auftritt. Dies betrifft z. B. Lungeninfektionen, wie Pneumonie oder
Tuberkulose, Lungenkrebserkrankungen, aber auch Diabetes Typ 2, Entziindungen im
Rachenraum oder Helicobacter pylorii Infektionen (Pavlou, A. K. und Turner, A. P., 2000; Saini,
S. et al., 2001; Mohamed, E. 1. et al., 2002; Mohamed, E. 1. et al., 2003; Dalton, P. et al., 2004;
Pavlou, A. K. et al., 2004; Shykhon, M. E. et al., 2004; Turner, A. P. und Magan, N., 2004;
Hanson, C. W., 3rd und Thaler, E. R., 2005). In diesen Fillen wurde mit einer ,kiinstlichen Nase*
die ausgeatmete Luft der Patienten auf krankheitsspezifische Substrate untersucht und so ein
einfaches Testsystem zur pridventionellen und analytischen Diagnostik eingesetzt. Zusitzlich
wurden kiinstliche Nasen bislang fiir Urinkontrollen zur Untersuchung auf bakterielle Infektionen

verwendet.

Ob heterologe Expressionssysteme fiir olfaktorische Rezeptoren in Zukunft eventuell auch als
nasale Nachweis-Systeme eingesetzt werden konnen, bleibt fraglich. Ein Hauptproblem ist
sicherlich die geringe Stabilitidt und Lebensdauer dieser Zellsysteme. Denkbar wiére jedoch die
Generierung einer stabilen Zelllinie, mit welcher bestimmte Substanzen iiber exprimierte
Geruchsrezeptoren nachgewiesen werden. Solch ein System liee sich jedoch vorwiegend im
medizinischen Bereich einsetzen, da ,,on line” Qualitdtskontrollen fiir Lebensmittel, Gase und

Wasserproben bedingt kompatibel mit ,,lebenden Sensorsystemen* sind.
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5. Zusammenfassung

Die Arbeit im Bereich der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdrt derzeit zu einer der grof3ten
Herrausforderungen auf dem Gebiet der Struktur/Funktions-Analyse. Die bereits beschriebenen
Schwierigkeiten zur Expression, Isolierung und Kristallisation von Mitgliedern dieser
Rezeptorgruppe haben bisher die Strukturaufklirung von mehr als einem GPCR — dem des
Rinderopsins - verhindert. Obwohl verschiedene Strategien verfolgt wurden, um diese
Proteinfamilie zu untersuchen, existieren relativ wenige Informationen tiiber die strukturellen
Grundlagen einzelner Rezeptoren. Vor allem die Geruchsrezeptoren, Zielgruppe dieser Arbeit,
entziehen sich unserem Verstédndnis: obwohl ORs vor iiber 14 Jahren identifiziert wurden sind die
chemischen Selektivititen einzelner ORs weitestgehend unbekannt, es existiert keine Struktur
eines Geruchsrezeptors und nur in wenigen Expressionssysteme ist die funktionelle Expression
einzelner Rezeptoren bisher gelungen. Deshalb sollte die Etablierung zweier Expressionssysteme
weitere Untersuchungen zur funktionellen und strukturellen Analyse eines Modell-ORs

ermdglichen:

1. Der ORF des Geruchsrezeptors ORS5 aus Rattus norvegicus wurde in den
Hefeexpressionsvektor pITy3 kloniert. Durch Analyse des UPR-Zustandes der Zellen und
eine Co-Expression von Transkriptionsfaktoren wurde eine Qualitits-optimierte
Expression des Rezeptors in S. cerevisiae erzielt. Dieses Zellsystem wurde zur Produktion
groBBerer Mengen des Rezeptors verwendet. Aullerdem erfolgte eine Klonierung des ORFs
in konstitutive, pCMV-basierte Expressionsvektoren und die Semliki Forest Virus-
Vektoren pSFV2 und pSFVI-Cap, um die ORS-Expression in der Séiugetier-

Stammzelllinie P19 zu untersuchen.

2. Durch Verwendung des UPR-kontrollierten S. cerevisae-Expressionssystemes konnten
ORS5-Expressionsstimme isoliert werden, die eine hohe Proteinsyntheserate des
rekombinanten Rezeptors mit einem Anteil von 0,9% der Gesamtmembranen bei einer
geringen Fehlfaltung (angezeigt durch die Hohe der UPR-Induktion) aufwiesen. Der
Nachweis des Geruchsrezeptors erfolgte im Western-Blot, Northern-Blot und in der
Immunfluoreszenz-Markierung an ganzen Zellen. Die Behandlung des Proteins mit
PNGase F zeigte, dass nur ein sehr geringer Anteil des Proteins in N-glykosylierter Form
vorlag.
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Die Etablierung einer OR5-Reinigungsmethode ermdglichte eine Isolierung des Rezeptors
von ~0,5 mg/g Gesamtmembranen mit einer Homogenitédt von >90%. Die Identifizierung

des isolierten Rezeptors erfolgte durch N-terminale Sequenzierung.

Die Generierung, Identifizierung und Analyse von monoklonalen ORS5-Antikérpern
ermdglichte die hochselektive und spezifische Detektion (Kp=1,65*10") des Rezeptors

sowie eine Optimierung der Isolierungsmethode.

Die Faltung des isolierten Rezeptors wurde durch CD-Analyse belegt. Demnach lag der

Rezeptor eindeutig in der vorhergesagten, iiberwiegend a-helikalen Form vor.

Der funktionelle Nachweis des isolierten Rezeptors wurde durch Liganden-induzierte
Anderung  der  Protein-eigenen  Tryptophanfluoreszenz  belegt. Bei  einer
Ligandenkonentration von ImM erwiesen sich 88+4% des Rezeptors als aktiv. Die
Extrapolation der Bindungskurve ergab einen Anteil von >91% aktiven Rezeptors und

einen Kd-Wert von 94uM bei hohen Ligandenkonzentrationen.

Durch den Einsatz des isolierten, aktiven Geruchsrezeptors wurden Proteinkristalle
erzeugt, von denen 9 rontgenkristallographisch untersucht wurden. Aufgrund ihrer
geringen Qualitdt erfolgte jedoch keine Beugung der Rontgenstrahlung. Weitere

Kristallisationsversuche sollen zur Generierung von Kristallen héherer Qualitit fiihren.

Die Verwendung eines konstitutiven Expressionssystems resultierte in einer sehr
schwachen ORS5-Expression. Offenbar wurde ORS5 zusitzlich unvollstindig transkribiert.
Durch Verwendung der SFV-basierten Expressionsvektoren wurde der Geruchsrezeptor in
den P19-Zellen exprimiert und korrekt zur Plasmamembran transloziert. Der Nachweis
des Rezeptors erfolgte im Western-Blot, Northern-Blot und in der Immunfluoreszenz-
Markierung ganzer Zellen. Gleich dem Hefe-Expressionssystem lag das ORS5-Protein

ebenfalls in vorwiegend nicht-glykosylierter Form in den P19-Zellen vor.

Die Isolierung des in den P19-Zellen produzierten Rezeptors war mit einer resultierenden
Homogenitdt von >95% mdglich. Das Protein wurde durch N-terminale Sequenzierung

identifiziert.
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10. Die P19-Zellinie wurde mit Hilfe von PCR, Echtzeit-PCR und Immunfluoreszenz-

11.

Markierungen auf das Vorkommen und zum Teil die Regulation der neuronalen und
olfaktorischen Marker OMP, Gir, G, 0CNC2, ACII und Tubulin untersucht. Die
Echtzeit-PCR-Messungen ergaben eine positive Regulierung von OMP, Gyr und Gq im
Zuge der neuronalen Differenzierung um das 102+12, 1242 und 25+7-fache verglichen
mit Fibroblasten-dhnlichen P19-Zellen. Die OMP-, Gy¢-, oOCNC2-, ACIII- und Tubulin-
Proteine wurden anhand von Immunfluoreszenz-Markierungen eindeutig in neuronalen

P19-Zellen nachgewiesen.

Die Funktionalitit des Geruchsrezeptors im P19-Zellsystem wurde durch Ca**-Imaging in
Abhingigkeit des Liganden Lilial sowohl in Fibroblasten-dhnlichen als auch in neuronalen
ORS5-pSFVICap-infizierten P19-Zellen untersucht. In nicht differenzierten Zellen zeigte
sich kein deutlicher Unterschied zwischen OR5-SFVICap- und LacZ-SFV2-infizierten
Zellen. In neuronalen, ORS5-SFVI-Cap-infizierten P19-Zellen wurde in 54% der
Messungen ein deutlicher Liganden-abhingiger Ca*'-Strom in vielen Zellen gezeigt. In
den Negativkontrollen wurden in nur einer Messung Ca**-Strome in wenigen Einzelzellen
beobachtet, die  restlichen = Ansdtze  wiesen  keine  Liganden-induzierte

Fluoreszenzverstiarkung auf.

Die in dieser Arbeit verwendeten Stragtegien zur Expression, Isolierung und funktionellen

Analyse erwiesen sich als erfolgreich und liefern weitere Grundlagen fiir Untersuchungen zu

dieser Rezeptorklasse. Ahnliche physiologische Voraussetzungen innerhalb der groBen

Proteinfamilie der GPCRs sowie bisherige Ergebnisse zu verschiedenen Mitgliedern lassen die

Vermutung zu, dass die etablierten Systeme auch in Zukunft Anwendung fiir die Analyse weiterer

GPCRs finden werden.
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