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Inkorporation von in vitro synthetisierten G-Protein-gekoppelten
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Die erfolgreiche Charakterisierung von Membranproteinen  zeptors ORS aus Rattus norvegicus, dessen Isolierung und
héngt stark davon ab, wie gut diese Proteine unter Erhaltung  Untersuchung in funktionaler Proteinkonformation bisher
ihrer Funktion fiir biophysikalische Messmethoden zugéng-  nicht moglich war. Zunéchst wurde der GPCR dabei in vitro
lich gemacht werden konnen. Anders als im Fall 16slicher  in Gegenwart einer artifiziellen Lipidmembran exprimiert,
Proteine, deren Uberexpression ohne Verlust ihrer Funktion  die die Eigenschaften einer natiirlichen biologischen Mem-
hiufig ohne eine besondere Anforderung an die Umgebung  bran nachahmt (Schema 1). Dabei fand eine gerichtete In-
gelingt, erfordert die native Faltung eines Membranproteins  sertion des Geruchsrezeptors in die peptidfixierte Lipid-
eine Lipidmembran. membran statt. Alleiniges Ausgangsmaterial dieser Methode
Eine eingehende Untersuchung komplexer Membran- ist die cDNA des GPCR, wodurch schwierige Reinigungs-
proteine, z. B. G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs),  oder Isolierungsprozesse vermieden werden konnen.
ist entscheidend fiir das Verstidndnis ihrer Wechselwirkungen Die Proteinorientierung in der artifiziellen Membran
mit Liganden sowie der von ihnen ausgelosten Signalkaska-  wurde durch eine Kombination von Immunmarkierung und
den, die fiir ein breites Spektrum physiologischer Prozesse = Oberflichenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie ~ (SPFS)
von Bedeutung sind. GPCRs spielen eine signifikante Rolle  untersucht. Die Analyse des in vitro exprimierten und in die
bei zelluldren Wechselwirkungen und zdhlen daher zu den
Haupt-Targets der Wirkstoff-Forschung.*!]
Die schwierigste Aufgabe bei der Untersuchung von a)
GPCRs ist ihre Isolierung und Inkorporation in nativer Form T '
in Mess-Systeme, ohne dabei ihre Eigenschaften zu verédn- Transkription Klgniening
dern. Bei der Isolierung, die meist auf Detergens-vermittelter RNA-Polymerase -
Solubilisierung basiert, neigen die meisten GPCRs zur Ag- > Plasmid )cDNA
gregation und verlieren dadurch jegliche an ihre rdumliche ka C -
Struktur gebundene biologische Funktion. Daher lassen sich
GPCRs nur duBerst schwer in funktionaler Form isolieren.
Wegen der empfindlichen Struktur-Wirkungs-Beziehungen \Febosom
dieser Proteine fiihrt eine Storung der Proteinfaltung zu einer
deutlichen Beeintrichtigung der Ligandenerkennung. Die Q Protein
Synthese des korrekt gefalteten Proteins ist daher das o
Haupthindernis fiir die Untersuchung von GPCRs. Translation 2%
Hier wird eine Strategie vorgestellt, die die reproduzier- el <inseron ?g %ﬁ?
bare Synthese und Charakterisierung eines wichtigen Ver- b) Sensor
treters der Klasse der GPCRs ermoglicht — des Geruchsre- °
sekundarer Antikorper
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Membran inserierten Rezeptors mithilfe oberflichenver-
starkter Infrarot-Reflexions- Absorptions-Spektroskopie
(SEIRADS) lisst auf eine biologisch aktive Konformation und
eine damit einhergehende reversible Ligandenbindung
schlieen. Mit dem hier vorgestellten Verfahren gelang erst-
mals die Integration eines GPCR in eine artifizielle, planare
Membran aus dem statu nascendi, wobei eine gerichtete In-
sertion des in vitro exprimierten Proteins in die peptidfixierte
Lipiddoppelschicht erfolgte. Der Einsatz des hier verwende-
ten Membransystems konnte die Analyse weiterer GPCRs
und komplexer Membranproteine, die bisher nicht fiir eine
detaillierte Untersuchung zugénglich waren, ermoglichen.

Oberflichengebundene, planare Membransysteme, die
die Phospholipid-Architektur von Zellmembranen imitieren,
wurden aus zahlreichen Griinden fiir die Inkorporation von
Membranproteinen eingesetzt:'~*) Zunichst bewahrt die hy-
drophobe Matrix der Lipidschicht die hydrophobe Domaé-
nenstruktur des rekonstituierten Proteinmolekiils. Zudem ist
die Charakterisierung solcher oberflichengebundener Mem-
bransysteme mit einer Vielzahl an biophysikalischen Metho-
den moglich, z.B. mit Elektrochemie, optischer Spektrosko-
pie und Mikroskopie sowie Rasterkraftmikroskopie.**! Eine
peptidfixierte Membran ist ein Anwendungsbeispiel solcher
oberflichengebundener Membranmodelle, das sich als ge-
eignete Plattform fiir die native Inkorporation zahlreicher
Membranproteinen erwiesen hat.**% Eine Peptid-Mono-
schicht bindet dabei tiber starke Gold-Schwefel-Wechselwir-
kungen an eine Metalloberfldche. Durch die Verkniipfung der
aktivierten C-Termini der Peptide in dieser Monoschicht mit
einem Amino-funktionalisierten Lipid wird zunichst eine
Lipidmonoschicht und durch anschlieBende Vesikelfusion
eine bimolekulare Lipidmembran erzeugt. Wir verwendeten
Vesikel aus Phosphatidylcholin (PC aus Sojabohnen) zur
Herstellung proteinfreier Phospholipid-Membranen, die ein
Membransystem reprédsentieren, dem jegliche natiirlichen
Komponenten fiir die Proteintranslokation fehlen.

In-vitro-Systeme bieten eine leistungsstarke Methode fiir
die Synthese von GPCRs, durch die eine Expression inner-
halb der komplexen zelluldren Umgebung vermieden werden
kann."! Eine In-vitro-Expression mit anschlieBender Re-
konstitution bakterieller Membranproteine in Lipidvesikel
wurde bereits demonstriert.'>¥) Das Vesikel-System hat
jedoch erhebliche Nachteile: Der Aufbau der Lipidvesikel
lasst es nicht zu, dass Komponenten in einfacher Weise zum
inneren Vesikelkompartiment zugegeben oder aus diesem
entfernt werden konnen. Zudem stehen wesentlich weniger
experimentelle Techniken zur Untersuchung von Vesikeln zur
Verfiigung als zur Untersuchung planarer Systeme.

Nach dem Aufbau der Lipiddoppelschicht erfolgte die In-
vitro-Expression des ORS5-Proteins in direktem Kontakt mit
der peptidfixierten Membran, um so eine unmittelbare post-
translationale Integration des Rezeptors in die Membran-
oberfliche zu bewirken. Dazu wurde ein Zellextrakt aus
Kaninchen-Retikulozyten!! (Promega) zusammen mit der
cDNA von ORS auf die Oberfliche der Lipidmembran pi-
pettiert.

Die cDNA von ORS5 wurde mit einer Kozak-Konsensus-
Sequenz!" versehen und in Kombination mit einem Epitop
des Virus der vesikuldren Stomatitis (VSV)!'! in das Ex-
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pressionsvektorsystem pTNT (Promega) kloniert. Alle In-
vitro-Reaktionen wurden entsprechend den Herstelleranga-
ben (Promega) durchgefiihrt. Proteingroe und Expressions-
effizienz wurden mit einem Standard-Western-Blot analysiert
(siehe Hintergrundinformationen). Fiir die Bestimmung der
Orientierung, in der die resultierenden ORS5-Proteine in die
Membran inseriert wurden, klonierten wir cDNA-Konstrukte
mit unterschiedlichen Positionen der VSV-Epitop-Sequenz:
ein Konstrukt mit C-terminaler und ein Konstrukt mit N-
terminaler VSV-Sequenz.

Durch die oberflichenempfindliche SPFS lassen sich
Fluoreszenzsignale oberflachenspezifisch detektieren. Damit
konnten wir eine Bindung von Anti-VSV-Antikorpern an
Komponenten des Membransystems, wie dem in vitro syn-
thetisierten ORS, in sehr kleiner Entfernung zur Messober-
flache nachweisen (Abbildungen 1 und 2). Wie aus fritheren
Arbeiten bekannt, entstehen diese Signale nur, wenn sich ein
Fluorophor sehr nahe (<150 nm) an der Sensoroberfliche
befindet™ und nicht etwa frei in der Losung diffundiert. Die
hier gezeigten SPFS-Daten stammen von zeitabhidngigen
Messungen bei einem festen Einfallwinkel. Der Anstieg der
Fluoreszenz zeigt dabei die Wechselwirkung eines fluores-
zenzmarkierten Anti-VSV-Antikoérper-Sandwichs aus der
Losung mit entsprechenden ORS5-Rezeptoren an der Ober-
flache, wie es auch von ELISA (Enzyme Linked Immuno-
Sorbed Assay) bekannt ist. Fiir den hier vorgestellten SPFS-
ELISA wurde ein monoklonaler Antikérper aus der Maus
(Chemicon), der spezifisch das VSV-Epitop erkennt, auf der
Oberfldche inkubiert. Nach dem Entfernen des Antikorper-
iberschusses wurde ein mit dem Farbstoff Cyanin5 (Cy5)
markierter polyklonaler Zweitantikorper (ein IgG gegen
Maus, gewonnen aus Ziege (Chemicon)) auf die Oberfldche
gegeben.

In einem Kontrollexperiment untersuchten wir zunéchst
die unspezifische Bindung des Antikorper-Sandwichs an eine
ORS5-freie Membranoberfldche. Zu diesem Zweck wurde ein
In-vitro-Reaktionsansatz ohne die notwendige ORS5-cDNA
auf die peptidfixierte Membran aufgetragen. Bei diesem
Versuch wurde kein signifikanter Anstieg des SPFS-Fluores-
zenzsignals bei Zugabe des Anti-VSV-Antikorper-Sandwichs
festgestellt (Abbildung 1).

Anschliefend tiberpriiften wir Vorhandensein und Zu-
géanglichkeit der beiden Epitop-Sequenzen fiir die Antikor-
perbindung. Dazu wurde eine In-vitro-Expression fiir N- und
fiir C-terminal markiertes ORS durchgefiihrt. Die Reakti-
onsmischungen wurden dabei zundchst ohne Membran in-
kubiert und erst nach Ende der In-vitro-Expression auf die
peptidfixierte Membran gegeben. Bei dieser ,,nachtréiglichen
Inkubation® stieg das Fluoreszenzsignal bei der Zugabe des
Antikorper-Sandwichs in dhnlicher Weise fiir beide cDNA-
Konstrukte. Die vergleichbaren Fluoreszenzsignale belegen
eine erfolgreiche Expression von N- und C-terminal mar-
kiertem ORS5-Rezeptor, aber auch eine vollig unspezifische
Oberfldchenanlagerung der derart synthetisierten Proteine,
bei der beide Termini fiir die Antikérperwechselwirkung zu-
génglich sind (Abbildung 1).

Befand sich die In-vitro-Expressionsmischung hingegen
wihrend des gesamten Expressionsvorgangs in direktem
Kontakt mit der peptidfixierten Membran, unterschieden sich
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Abbildung 1. SPFS-Spektren der Wechselwirkung zwischen einem Cy5-
markierten Anti-VSV-Antikérper-Sandwich und ORS, das N-terminal
() oder C-terminal (@) mit einem VSV-Epitop markiert ist. OR5
wurde in Abwesenheit der peptidfixierten Membran in vitro exprimiert;
anschliefend wurde die gesamte Reaktionsmischung mit dem peptid-
fixierten Membransystem inkubiert. Als Negativkontrolle wurde eine
In-vitro-Expressionsmischung auf dem Membransystem inkubiert, die
kein cDNA-Konstrukt enthielt (0).

die resultierenden Fluoreszenzsignale des C- und des N-ter-
minal markierten Konstruktes stark voneinander (Abbil-
dung 2). In diesem Fall war nur dann ein deutlicher Fluores-
zenzanstieg zu verzeichnen, wenn die In-vitro-Reaktionsmi-
schung mit dem cDNA-Konstrukt fiir das N-terminal VSV-
markierte ORS versetzt wurde. Der Einsatz des Konstruktes
fiir das C-terminal VSV-markierte ORS5 ergab hingegen
keinen erkennbaren Fluoreszenzanstieg. Der Apyoressens- Wert
zwischen den Fluoreszenzkurven in Abbildung 2 zeigt also
1) die erfolgreiche Inkorporation von ORS, wobei der N-
Terminus des Proteins fiir die Antikorperbindung zugénglich
ist, und 2) die gerichtete Insertion des Proteins in die Mem-
bran, weil der Antikorper gegeniiber der C-terminalen VSV-
Markierung ein vernachléssigbares Fluoreszenzsignal liefert,
da dieser Terminus durch die Membran , maskiert* wird. Die
endgiiltige Ausrichtung des Proteins, bei der der N-Terminus
der wissrigen Umgebung auf der Membranoberseite zuge-
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Abbildung 2. SPFS-Spektren der Wechselwirkung zwischen einem Cy5-
markierten Anti-VSV-Antikérper-Sandwich und N-terminal (A) oder C-
terminal (@) VSV-markiertem ORS5-Protein, das in eine peptidfixierte
Membran inseriert war. Die In-vitro-Expression von OR5 wurde in di-
rektem Kontakt mit der peptidfixierten Membran vorgenommen. Nega-
tivkontrolle: In-vitro-Reaktionsmischung ohne cDNA (0).
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wandt ist, entspricht der Orientierung von ORS im endo-
plasmatischen Retikulum intakter Zellen. ORS wird, wie von
anderen Mitgliedern der GPCR-Familie bekannt, iiber den
Golgi-Apparat zur Zellmembran transportiert und fusioniert
anschlieBend derart mit dieser, dass der N-Terminus sowie die
mutmaBliche Bindedoméne des Geruchsrezeptors zur extra-
zelluldren Seite in den Cilien der Geruchsneuronen orientiert
sind. Abbildung 2 zeigt eine reprédsentative SPFS-Messung
von fluoreszenzmarkiertem Anti-VSV-Antikorper-Sandwich,
der an die ORS-funktionalisierte Membranoberflache der
Messanordnung bindet.

In der Folge wurde das cDNA-Konstrukt fiir das N-ter-
minal markierte ORS5 verwendet, um die Membraninsertion
und die Ligandbindung dieses Proteins zu untersuchen. Zur
Uberpriifung der vollstindigen Membranintegration des
ORS5-Proteins wurde es mit [**S]Methionin radioaktiv mar-
kiert und anschlieBend enzymatisch verdaut. Die resultie-
renden Proteinfragmente wurden hinsichtlich ihrer Grof3e
analysiert (siche Hintergrundinformationen). Dabei wurden
Proteinfragmente mit Massen zwischen 5.5 und 7 kDa de-
tektiert, was der Massenverteilung von Fragmenten aus zwei
benachbarten Transmembranhelices sowie deren Verbin-
dungsdomine entspricht. Im Referenzexperiment (In-vitro-
Synthese von ORS ohne planare Membran) wurden wegen
fehlender Membranintegration deutlich kleinere Protein-
fragmente gefunden.

SchlieBlich untersuchten wir die Ligandenerkennung des
in vitro synthetisierten Geruchsrezeptors mit SEIRAS (Ab-
bildung 3).""! Dies ist eine geeignete Methode zur Charak-
terisierung oberflichengebundener Monoschichten durch
Detektion von Absorptionsdifferenzen.”® Bei Zugabe von
Lilial, einem kleinen, hydrophoben Molekiil, das als Ligand
des OR5-Rezeptors beschrieben wurde,” stieg die Absorp-
tion der Amid-I-Bande im SEIRAS-Differenzspektrum
deutlich an. Im Kontrollexperiment, bei dem eine reine
Membranschicht mit einem In-vitro-Reaktionsansatz in
Kontakt gebracht wurde, der keine kodierende cDNA ent-
hielt, zeigte sich kein derartiger Absorptionsanstieg. Fiir die
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Abbildung 3. a) SEIRAS-Differenzspektrum eines Membransystems,
das mit einem In-vitro-Expressionsansatz inkubiert wurde, der die
cDNA fiir N-terminal VSV-markiertes OR5-Protein enthilt; (ss««+) vor
der Zugabe von Lilial, (—) nach der Zugabe von Lilial. b) Referenzex-
periment: Membransystem, das mit einem In-vitro-Expressionsansatz
inkubiert wurde, der keine cDNA enthilt; (s««++) vor der Zugabe von
Lilial, (—) nach der Zugabe von Lilial.
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In-situ-Messung der Bindung von Lilial an den ORS5-Rezep-
tor wurde SEIRAS in der Attenuated-total-Reflection-
(ATR)-Konfiguration"”*! angewendet. Der Membranaufbau
auf der Goldoberfliche sowie die Membraninsertion von
ORS wurden in der gleichen Weise vorgenommen wie fiir die
SPFS-Messungen beschrieben. Durch die Aufnahme zeitab-
héngiger Differenzspektren wurde der Effekt der einzelnen
Bestandteile der wéssrigen Phase vollstindig kompensiert,
sodass die Absorptionsdnderungen in den einzelnen Schich-
ten exklusiv verfolgt werden konnten. Referenz- und Pro-
benmessungen erfolgten so, dass eine peptidfixierte Mem-
bran, die mit In-vitro-Reaktionsmischungen ohne cDNA
(Referenz) oder mit einer OR5-kodierenden cDNA-Sequenz
(Probe) versehen war, mit Lilial in Kontakt gebracht wurde.
Die einzelnen Messungen wurden dabei sowohl vor als auch
unmittelbar nach dem Austausch des Laufpuffers (Standard-
PBS) in der Proben- und Referenzzelle durch 50 pm Lilial-
Losung (99.5% PBS/0.5% DMSO; v/v) durchgefiihrt (PBS =
phosphatgepufferte Kochsalzlosung). Aus den Messungen
ergab sich ein starker Hinweis auf eine Wechselwirkung der
Ligandmolekiile mit ORS, da die gefundenen Absorptions-
anderungen der Amid-I-Bande charakteristisch fiir Ande-
rungen der a-Helixkonformation von Membran-inserierten
ORS5-Proteinen sind. Die hohe Konzentration an Lilial wurde
gewihlt, um eine maximale Signalstirke zu erzielen.

Wir haben hier demonstriert, dass komplexe, in vitro
synthetisierte Sdugerproteine gerichtet und in nativer Kon-
formation in oberflachengebundene, peptidfixierte Membra-
nen inseriert werden konnen. Wir konnten hier zwar nur ein
ausgewdhltes Beispiel zeigen, sind aber zuversichtlich, dass
sich unser Konzept auf weitere Membranproteine iibertragen
lasst, deren Gewinnung durch konventionelle Expressions-
und Reinigungsstrategien bisher noch nicht moglich war. Wir
préasentieren daher nicht nur eine neue experimentelle Stra-
tegie fiir die Untersuchung von GPCRs in Membranen, son-
dern demonstrieren auch eine reproduzierbare, generische
und vektoriell-gerichtete Membranproteinsynthese z.B. fiir
Fragestellungen zur Proteininsertion.

Experimentelles

In-vitro-Expression von OR5-VSV: Fiir die In-vitro-Expressionsex-
perimente wurde ein ,, T7 TNT Quick in vitro Expression System®
(Promega) verwendet. Die Reaktionsmischungen wurden gemif den
Herstellerangaben hergestellt. Die Inkubation der Reaktionsmi-
schungen erfolgte extern in einem Heizblock oder — fiir die spontane
Insertion des Proteins in die Membran — unmittelbar auf der ober-
flichengebundenen, peptidfixierten Doppellipidmembran.

Aufbau der peptidfixierten Lipidmembran auf einer planaren
Goldoberfliche: Die planaren Goldoberflaichen wurden durch ther-
misches Aufdampfen von 99.99% Gold (Unaxis) auf LaSFN9-Glas-
substrate (Hellma) bis zu einer Dicke von 50 nm in einem Edwards-
Auto-306-Aufdampfsystem (Edwards) bei 5.0 x 10~ mbar hergestellt.

Zur Herstellung einer geordneten Peptid-Monoschicht wurde
eine Losung von 0.1 mgmL~" des Peptids CSRARKQAA-
SIKVAVSADR (P19) aus der a-Laminin-Untereinheit (Sigma-Ald-
rich) in MilliQ-Wasser auf der Goldoberfldche unter Bildung einer
selbstorganisierten Monoschicht inkubiert. Der Uberschuss an un-
gebundenem Peptid wurde mit MilliQ-Wasser abgespiilt. Anschlie-

Bend wurde eine Mischung aus 150 uL 400 mm N-Dimethylamino-
propyl-N'-ethylcarbodiimid (EDC; Fluka) und 150 uL 100 mm N-
Hydroxysuccinimid (NHS; Fluka) 10 min lang auf die peptidbedeckte
Goldoberfldche gegeben, um den Carboxy-Terminus der Laminin-
Ketten zu aktivieren. Die NHS/EDC-Mischung wurde durch eine
Losung von 0.2mgmL™" Dimyristoylphosphatidylethanolamin,
DMPE (Sigma), in PBS mit 0.003% (w/v) Triton X-100 (Roth) er-
setzt. Nach einer Reaktionszeit von 60 min wurde der Uberschuss an
NHS, EDC und DMPE durch Waschen mit PBS entfernt.

300 pL einer Losung aus 1% Phosphatidylcholin (PC) aus Soja-
bohnen (Fluka) in PBS wurden mithilfe eines Vesikel-Extruders
(LiposoFast; Avestin) mit einem Polycarbonatfilter (Porendurch-
messer 50 nm) extrudiert, um unilamellare Vesikel zu erzeugen. Al-
ternativ dazu verwendeten wir 300 uL Mikrosomen-Losung aus
Hunde-Pankreasgewebe (Promega), die vor dem Extrusionsprozess
1:5 mit PBS verdiinnt wurde. Die resultierende Vesikel-Emulsion
wurde direkt auf die Oberfliche gegeben und nach 90-miniitiger In-
kubation bei 37°C durch Waschen mit PBS entfernt.
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