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In-vitro-funktionalisierte Polymersomen: eine Strategie fiir die

Wirkstoffsuche**
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Peter M. de Hoog, Sandra Ritz, Madhavan Nallani* und Eva-Kathrin Sinner*

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen die
grofite Genfamilie im menschlichen Genom dar (ca. 2% aller
Gene) und spielen eine unersetzbare Rolle in der Zellkom-
munikation, Zelladhidsion und Singaltransduktion.“] Geht
man von ihrer zentralen Stellung in den diversen physiologi-
schen Prozessen aus, iiberrascht es nicht, dass diese Trans-
membranrezeptoren eine erhebliche Rolle in vielen Krank-
heitsbildern spielen. Tatsdchlich zielen ungefdhr 40 % aller
auf dem Markt oder in der Entwicklung befindlicher Medi-
kamente auf GPCRs ab.”! Fiir die Mehrheit dieser Rezepto-
ren sind allerdings bisher die Struktur-Funktions-Zusam-
menhénge ungekldrt. Dariiber hinaus gibt es eine grofie Zahl
an so genannten ,, Waisen-Rezeptoren® (,,orphan receptors®)
mit unbekannten Wechselwirkungspartnern (Liganden).”
Daher werden weltweit Anstrengungen unternommen, um
neue Screeningverfahren zu etablieren, mit denen unbe-
kannte Wechselwirkungspartner und eventuell sogar neue
Zielstrukturen fiir bessere Wirkstoffe identifiziert werden
konnen.! Eine Schliisseltechnologie fiir solche Screening-
verfahren besteht in der Herstellung, Reinigung und stabilen
Immobilisierung von GPCR-Proteinen in ihrer natiirlichen
aktiven Konformation, wenn moglich, an Oberfldchen. Her-
kommliche Ansitze bestehen in der Uberexpression von
GPCRs in lebenden, adhdrent wachsenden Zellen. Diese
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Strategie hat sich fiir viele GPCRs bislang nur bedingt be-
wihrt — viele GPCR-Spezies scheinen den Metabolismus der
Gastzellen stark zu strapazieren. Sie wirken teils sogar to-
xisch, was dazu fiihrt, dass die jeweiligen GPCR-Protein-
mengen sehr niedrig bleiben, die Gastzellen sterben, oder die
Proteine wegen Missfaltung eventuell gar nicht hergestellt
werden konnen. Eine Forschungsstrategie besteht in der Ex-
traktion der GPCR-Proteine aus den Zellen, um sie dann
auferhalb an Oberfldchen zu immobilisieren. Das erfordert
die Aufreinigung und anschlieBende Rekonstituierung der
Proteine zuriick in eine Membranumgebung und wurde so
durchaus fiir einige GPCR-Spezies durchgefiihrt. Allerdings
fiihrt diese Vorgehensweise oft zur Denaturierung der be-
treffenden Proteine und damit zu dem Verlust der Funkti-
onsfahigkeit der betreffenden GPCR-Spezies. Die In-vitro-
Proteinsynthese umschifft zwar weitgehend die Schwierig-
keiten der Aufreinigung und damit verbundener Proteinde-
naturierung, allerdings hilft auch diese Strategie nichts, wenn
keine addquaten stabilen Lipidmembranen nach der Synthese
zur Verfiigung stehen, um die Membranproteine aufzuneh-
men.[”

Um diese ,,Matrixproblematik der instabilen Lipid-
membranen zu 16sen, haben wir biomimetische Membranen
aus Blockcopolymermaterialien entwickelt. Diese Polymere
sind aus amphiphilen Bausteinen zusammengesetzt und ver-
halten sich wie Lipidmolekiile in wissriger Umgebung: Sie
bilden Doppelschicht-Architekturen, aber mit einer deutlich
hoheren mechanischen und chemischen Stabilitit."''¥ Uber
die Verwendung von Blockcopolymersystemen zur zellfreien
Synthese (auch In-vitro-Synthese genannt) einer Membran-
proteinspezies hatten wir bereits berichtet.'>!%! Darauf auf-
bauend zeigen wir erstmalig die Polymersomen-gestiitzte In-
korporation von einem in vitro hergestellten Dopamin-Re-
zeptor D2 (DRD2), einem bekannten Mitglied der GPCR-
Familie (Schema 1). Die so entstandenen Proteopolymerso-
men haben wir mit Durchflusszytometrie untersucht, um
durch Antikérper- und Ligandenbindungsstrategien zu
zeigen, dass die DRD2-Expression (die Synthese an sich) und
die funktionelle Integritit im Prozedere erhalten bleiben. Um
zu illustrieren in welcher Form unsere Entwicklung in mog-
lichen neuen Screeningverfahren eine Rolle spielen kann,
haben wir die In-vitro-Synthese von DRD2 auch auf ober-
flichenfixierten Polymersomen durchgefiihrt. Mit dieser Ar-
chitektur konnten wir ein Ligandenverdringungsassay
durchfiihren, wobei wir einen fluoreszenzmarkierten Ligan-
den (ein Dopamin-Analogon) verwendet haben. Dieser
Ansatz, so hoffen wir, miisste auf breites Interesse stof3en, da,
im Prinzip, diese In-vitro-Polymersomen-Strategie an die
Herstellung und Stabilisierung so ziemlich jeder Membran-
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Schema 1. a) Synthese von Proteopolymersomen: Polymersomen
wurden synthetisiert und anschliefend durch In-vitro-Synthese mit
Proteinen funktionalisiert — die Proteine scheinen offenbar spontan ,,in
statu nascendi“ in die Polymermatrix zu inserieren. Die genetische In-
formation (cDNA) des Dopamin-Rezeptors und die Polymersomen-
emulsion wurden gleichzeitig in die In-vitro-Expressionsmischung pi-
pettiert. b) Antikérper- und Ligandenbindung an Proteoliposomen.
Oberer Kasten: Die Membranproteine in der Polymermatrix werden
durch spezifische Antikérperwechselwirkungen mit anschlieRender Bin-
dung sekundirer Antikérper zur Signalverstirkung detektiert (Immun-
assay, auch Sandwich-Assay genannt). Unterer Kasten: Um die Funkti-
onsfihigkeit der in vitro synthetisierten Dopaminrezeptoren in der Po-
lymermatrix zu messen, wurden gereinigte Proteopolymersomen mit
fluoreszenzmarkiertem Dopamin (dem Liganden) inkubiert.

proteinspezies anpassbar sein miisste und leicht auch mehrere
Rezeptorspezies gleichzeitig herstellbar sind.

Die In-vitro-Proteinexpression des Dopamin-Rezeptors
D2 (DRD2) wurde in Anwesenheit von Polymersomen
durchgefiihrt. Dafiir wurden zwei unterschiedliche Polymer-
somspezies verwendet, die entweder aus dem Triblockcopo-
lymer PMOXA,,-PDMS;,-PMOXA,, oder dem Diblockco-
polymer PBd,,-PEO;; hergestellt wurden (ABA bzw. BD21;
Abbildung 1). Um die DRD2-Proteopolymersomen von den
zahlreichen Komponenten des zellfreien Expressionssystems
zu trennen, wurden Filter mit einer Porengrof3e von 100 nm in
der Zentrifugation verwendet. Wir haben die erfolgreiche
Proteinexpression, hier des DRD2, sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von Polymersomen mit Western-Blots {iiber-
priift (Abbildung 1).

Jede In-vitro-Synthese, in der die cDNA des DRD2-Re-
zeptors verwendet wurde, resultierte in einer spezifischen
Proteinsynthese, wie mit Gelelektrophorese und mit der Im-
munnachweismethode nachgewiesen werden konnte. Die
apparente GroBe der gebildeten Proteinspezies entsprach ca.
40 kDa und das Produkt konnte durch Antikérperbindungs-
experimente eindeutig als DRD2-Protein (berechnet:
50.61 kDa) identifiziert werden. Wie von anderen bereits
beschrieben wurde, erkldrt sich das geringere apparente
Molekulargewicht in der Elektrophorese durch unvollstdn-
dige Denaturierungsprozesse der Transmembranregionen
und der damit zusammenhéngenden unvollstindigen Reak-
tion mit dem denaturierenden Tensid SDS."”! Die vermin-
derte Signalintensitédt der Proteinbanden des resuspendierten
Filtrates suggeriert, dass tatsdchlich ungefihr 25% des syn-
thetisierten DRD2 Rezeptormaterials in beide Arten von
Polymersomen inserierte. (Abbildung 1, Spur 5 und 9). Das
mit der loslichen Phase assoziierte DRD2-Material (75%)
hingegen blieb im Filtrat zuriick (Abbildung 1, Spur 4 und 8).
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Abbildung 1. Western-Blot des in vitro synthetisierten DRD2-Protein-
materials. Jede in Gegenwart von cDNA des DRD2-Rezeptors durchge-
fihrte Synthese (Spuren 2-5 und 7-9) ergab diskrete DRD2-Signale,
die einem Protein mit einer apparenten Gréf3e von 40 kDa entspre-
chen. Die deutlich erkennbare DRD2-Signalbande der Filtrate (Spuren
4 und 8) und die schwichere Intensitdt der DRD2-Bande im Filteriiber-
stand (Spuren 5 und 9) suggerieren, dass ungefahr 25% des syntheti-
sierten DRD2-Proteinmaterials mit den Polymersomen assoziiert sind.
Spur 1: ohne cDNA und ohne Polymersomenzugabe (Negativkontrol-
le). Spur 2: DRD2-cDNA, ohne Polymersomenzugabe. Spur 3: DRD2-
cDNA und ABA-Polymersomen, ohne anschlieRende Aufreinigung.
Spur 4: Filtrat von Spur 3, nach Zentrifugenfiltration. Spur 5: resuspen-
dierter Filteriiberstand der Probe in Spur 3. Spur 6: MagicMark-XP-Pro-
teinstandard. Spur 7: Zugabe von DRD2 cDNA und BD21 Polymerso-
men, nicht filtriert. Spur 8: Filtrat der Probe von Spur 7 nach Zentrifu-
genfiltration. Spur 9: resuspendierter Filteriiberstand der Probe in
Spur 7 Spur 10: MagicMark-XP-Western-Proteinstandard.

Um die Assoziation der DRD2-Proteine mit den Poly-
mersomen zu verifizieren, wurde das resuspendierte Filtrat
mit fluoreszenzmarkierten DRD2-Antikorpern vermischt
und mit Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 2). Nur
inkorporierte Proteinmolekiile sollten ein Fluoreszenzsignal
hervorrufen, da alle nichtassoziierten Proteine zu klein sind
um ein messbares Signal zu erzeugen. Die signifikant hoheren
Fluoreszenzsignale der DRD2-funktionalisierten ABA- und
BD21-Proteopolymersomen im Vergleich mit proteinfreien
Polymersomen (ohne Zugabe von cDNA hergestellt; mit
einer relativen Fluoreszenzintensitit von 30-38 %) deuteten
die erfolgreiche Inkorporation des DRD2-Rezeptors in die
Polymersomen an. Eine zweite Negativkontrolle wurde eta-
bliert, bei der die unspezifische Wechselwirkung (NSB) der
verwendeten Antikorper mit den Polymersomen untersucht
werden sollte. Dazu wurde ein ,irrelevantes® Membranpro-
tein, ein Claudin 2 (Cld2™"), in vitro in Polymersomen syn-
thetisiert und anschlieBend wurde die Wechselwirkung mit
den verwendeten Antikorperspezies untersucht. Die unspe-
zifische Bindung betrug ca. 3%. Dieses Ergebnis ldsst die
Interpretation zu, dass die unspezifische Wechselwirkung in
erster Linie an der Polymermembran auftritt, die sich aber
durch Dekoration mit den in vitro hergestellten Proteinen
weniger zuginglich fiir Antikorperwechselwirkungen erweist.

Dariiber hinaus zeigt die Bindung von Antikérpern an
DRD2-funktionalisierte Polymersomen, dass der N-Terminus
der DRD2-Proteine, an dem sich auch das Antikérperbin-
dungsepitop befindet, zugénglich — und damit in die wissrige
Phase exponiert — synthetisiert wurde. Damit wurde nicht nur
die zumindest partielle Inkorporation der DRD2-Rezeptoren
in die Polymermatrix der Polymersomen gezeigt, sondern
auch die physiologische Orientierung der DRD2-Molekiile
nachgewiesen. Diese orientieren sich nidmlich mit dem C-
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Abbildung 2. Antikérperbasierter Nachweis von in vitro synthetisiertem DRD2 in Poly-
mersomen. Die Detektion erfolgte iiber einen DRD2-spezifischen Antikérper mit dem
entsprechenden fluoreszenzmarkierten Zweitantikérper mit Durchflusszytometrie.

a) Fluoreszenzintensitaten (Fl) der DRD2-Proteopolymersomen. Alle Messdaten
wurden gegen den FI-Wert der DRD2-funktionalisierten Proteopolymersomen normiert.
ABA-DRD2-Proteopolymersomen (1) zeigen eine um 65 % stirkere Fluoreszenzemis-
sion als die reinen ABA-Polymersomen (2), wihrend die BD21-DRD2-Proteopolymer-
somen eine 62% stirkere Fluoreszenzintensitit zeigen als proteinfreie Polymersomen
aus BD21 (2; 38%). b) Punktauftragungen der DRD2-ABA-Proteopolymersomen
(oben) und reine ABA-Polymersomen (unten), aufgenommen mit der Durchflusszyto-
metrie. Die reduzierten Antikdrperwechselwirkungen mit den proteinfreien ABA-Poly-
mersomen sind sehr deutlich in Spur P5zu erkennen. c) Punktauftragungen fur die
BD21-Proteopolymersomen (oben) und reine BD21-Polymersomen (unten), gemessen

mit Durchflusszytometrie.

Terminus Richtung ,,Zytoplasma“ und mit dem N-Ter-
minus in Richtung ,extrazellulire Seite“, wie im le-
benden zelluliren System.®

Die durch die Antikérperbindungsexperimente an-
genommene Inkorporation der DRD2-Proteine, sowie
deren Funktionsfahigkeit wurden noch weitergehend
untersucht. Dazu wurde ein Ligandenbindungsassay
etabliert, in dem Dansyl-Dopamin als Ligand verwendet
wurde. Die Bindungstasche des Dopamins wird durch
die sieben Transmembrandoménen im DRD2-Rezeptor
gebildet, sodass eine Bindung nur dann erfolgt, wenn der
Rezeptor auch korrekt und damit physiologisch gefaltet
vorliegt."¥! Sowohl die sich in der Emulsion befindenden
Proteopolymersomen, als auch die oberflichenimmobi-
lisierten Proteopolymersomen wurden auf ihre Ligan-
denbindungsfdhigkeit hin analysiert. Fiir die Liganden-
bindungsexperimente wurde die Wechselwirkung mit
dem fluoreszenzmarkierten Dansyl-Dopamin an die
sdulengereinigten DRD2 in BD21-Proteopolymerso-
men gemessen und zwar mit der Durchflusszytometrie.
Nach Inkubation mit 30 uM Dansyl-Dopamin” fiir
30 min wurde eine gegeniiber der Negativkontrolle er-
hohte Fluoreszenzemission festgestellt. Diese Experi-
mente belegen, dass DRD2 den fluoreszierenden Li-
ganden spezifisch binden kann und somit in einer akti-
ven Konformation in die Polymersommembran inkor-
poriert wurde (Abbildung 3).

Im Kontrast zu den Antikdrperbindungsexperimen-
ten mit reinen Polymersomen als Kontrollexperiment,
zeigen die Experimente mit dem Liganden Dansyl-
Dopamin an den Polymersomen kaum eine unspezifi-
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sche Wechselwirkung. Es scheint, dass die hy-
drophile Oberfliche der Polymersomen nicht
mit dem relativ hydophoben Dansyl-Dopamin
wechselwirkt.

In vitro exprimierte Cld2-funktionalisierte
Polymersomen erreichten allerdings einen
NSB-Wert von 50% mit dem gleichen Ligan-
denpriparat Dansyl-Dopamin (Abbildung 3).
Insofern postulieren wir, dass die In-vitro-Ex-
pression indirekt einen Anstieg der NSB be-
wirkt, da hydrophobe Wechselwirkungen zwi-
schen Dansyl-Dopamin und den hydrophoben
Bereichen der jeweils inserierten Membran-
proteinspezies verstarkt werden. Tatsache ist
jedenfalls, dass sich der NSB-Wert im Fall der
Antikorperbindungsstudien reziprok verhilt —
so zeigen die reinen Polymersomen relativ hohe
NSB-Werte mit Antikorpern und niedrige NSB-
Werte mit den Claudin-funktionalisierten Pro-
teopolymersomen.

Diese reziproke NSB-Bindung im Fall von
Antikorper- Ligandenwechselwirkungen mit
reinen Polymersomen konnte indizieren, dass
die NSB fiir Antikorper von elektrostatischen
Kréften dominiert wird, und weniger von hy-
drophoben Wechselwirkungen bestimmt wird.

Fiir potenzielle Anwendungen in den Be-
reichen Biosensorik und Wirkstoff-Forschung
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Abbildung 3. Die Bindung von Dansyl-Dopamin an DRD2-BD21-Proteopoly-
mersomen und proteinfreie BD21-Polymersomen. Die Proben wurden direkt
nach der Inkubation mit Dansyl-Dopamin mit Durchflusszytometrie analy-
siert. a) Sobald DRD2-Proteopolymersomen (DRD2-BD21) anwesend waren,
war die Fluoreszenzintensitit (FI) des gebundenen Dansyl-Dopamins etwa
um 50% hoher als bei der Negativkontrolle (reine oder Claudin-dekorierte Po-
lymersomen (BD21 bzw. Cld2-BD21)). b—d) Die zugehérigen Punktauftragun-
gen fiir b) proteinfreie BD21-Polymersomen, c) Cld2-BD21-Proteopolymerso-
men und d) DRD2-BD21-Proteopolymersomen.
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ist die Immobilisierung von Proteoliposomen an Oberfliachen
sicherlich ausgesprochen interessant. Insofern haben wir
ABA-Polymersomen in Streifenmustern auf aminofunktio-
nalisierte Glasoberflichen gebunden (siche die Hinter-
grundinformationen). Wir wihlten dafiir ABA-Polymerso-
men, da diese leicht und prizise mit einer Tetrazol-Strategie
angebunden werden konnen.”! DRD2 ist anschlieBend in
Anwesenheit dieser immobilisierten Polymersomen mit der
In-vitro-Strategie synthetisiert worden — und war daraufhin in
den oberflachenfixierten Polymersomen zu finden. Nach In-
kubation mit fluoreszenzmarkiertem Dansyl-Dopamin
konnte die Bindung als Funktion der Fluoreszenzemission
gebundener Ligandenmolekiile interpretiert werden. Ein si-
gnifikanter Anteil der DRD2-Molekiile scheint aufgrund des
starken Signals in den Polymersomen inseriert zu sein (Ab-
bildung 4a). Der geringe NSB-Wert (ca. 10 %, Abbildung 4b
und c) der Negativkontrolle (Wechselwirkung des Dansyl-
Dopamin-Liganden mit den proteinfreien Polymersomen),
unterstiitzt die Auslesbarkeit der spezifischen Wechselwir-
kung zwischen Dansyl-Dopamin und DRD2.

Um darzustellen, dass diese Entwicklungen durchaus
hilfreich fiir die Identifizierung neuer Wirkstoffe sein kann,
wurde ein Verdriangungsassay entwickelt. Auflerdem sollte
damit die Spezifitdt des Liganden fiir den DRD2-Rezeptor
gemessen werden. An dieser Stelle wurde der oberflichen-
basierte Assay verwendet, und die DRD2-Proteopolymerso-

ABA + DRD2 |b) reines ABA 9]

100 um 100 um

d) 100
80 3
Verdrangung / % 60 1

40

204

0 , ; . .
-8 -6 -4 -2 0

log [Dopamin] ———>

Abbildung 4. Dansyl-Dopamin-Bindung und Verdringungsassay von immobilisierten DRD2-ABA-Poly-
mersomen. a) Die Fluoreszenz des Dansyl-Dopamins ist nur innerhalb des Streifenmusters der im-
mobilisierten DRD2-ABA-Polymersomen detektierbar — ein Hinweis fiir die gelungene Oberflichen-
modifizierung und die Spezifitit der DRD2-Ligand-Wechselwirkung. Das Fluoreszenzemissionsprofil
wurde entlang der gepunkteten Linie in der Abbildung gemessen. b) Immobilisierte reine Polymerso-
men. Die Fluoreszenzemission des Liganden in Abwesenheit eines Rezeptorproteins ist deutlich
schwicher, was fiir ein optimales Signal-zu-Rausch-Verhiltnis durch die spezifische Wechselwirkung
spricht. c) Vergleich der Fluoreszenzintensititen des Dansyl-Dopamins in Streifenmustern, mit
DRD2-funktionalisierte ABA- bzw. reinen ABA-Polymersomen, die zwar im In-vitro-Extrakt inkubiert,
nicht aber mit irgendeiner cDNA versetzt wurden. d) Verdringungsassay zwischen Dansyl-Dopamin
(25 um) und nichtmarkiertem Dopamin mit der erwarteten sigmoidalen Abhingigkeit der Wechselwir-

kung bei linear ansteigender Konzentration an unmarkiertem Dopamin.
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men wurden mit 30 um Dansyl-Dopamin inkubiert. An-
schlieBend wurde eine Losung mit unmarkiertem Liganden
zugegeben (nur Pufferlosung, 1 pum, 10 pm, 100 pm, 1 mm,
25 mM), und die sich dndernde Fluoreszenzemission wurde
aufgenommen (Abbildung 4d). Die eindeutige Abnahme der
Fluoreszenzemission im Lauf der Zugabe des unmarkierten
Liganden weist auf eine reversible Bindung des Liganden an
den DRD2-Rezeptor und auf die erfolgreiche Konkurrenz an
der Bindungsstelle des DRD2-Rezeptors hin. Durch Auftra-
gen der Fluoreszenzintensitét gegen die Ligandenkonzentra-
tion wurde eine sigmoidale Bindungskurve erhalten, die auf
einen relativen ECs-Wert um 30 um hinweist.

Mit den hier beschriebenen Experimenten haben wir die
erfolgreiche Synthese und Inkorporation eines GPCR-Pro-
teins in Polymermembranen gezeigt. Funktionelle Rekonsti-
tution von Membranproteinen in Polymersysteme durch
klassische Rekonstitution, z. B. mit kanalbildenden Proteinen
wie Rhodopsinen und ATP-Synthasen, wurden bereits er-
folgreich etabliert. Obwohl die Polymermembranarchitektu-
ren dicker sind als die biologischen Lipidmembranen, ist die
Insertion von Membranproteinen wie GPCRs offensichtlich
moglich.”'?1 Simulationen der Insertion kanalbildender
Proteine in polymerbasierte Membranarchitekturen sugge-
rieren eine proteininduzierte Kompression der flexiblen Po-
lymerarchitekturen — ein Umstand, der wiederum die Adap-
tation der physikalischen Randbedingungen der Polymer-
membran an das jeweilige Mem-
branprotein impliziert.””! Zusam-
mengefasst spricht nichts gegen
i eine Verallgemeinerung des hier
gezeigten Ansatzes auf alternative
Proteinspezies. Insofern optimie-
ren wir zum gegenwirtigen Zeit-
punkt dieses System auf die Mo-
dulierbarkeit der Funktionsféhig-
keit von GPCRs.

Wir konnten hier die direkte
Insertion invitro synthetisierter
Dopaminrezeptoren in Polymer-
membranen zeigen. Mithilfe von
Immunverfahren und Durchflu-
sszytometrie von Antikoérperbin-
dungsvorgédngen konnten wir die
Assoziierung der rekombinanten
GPCR-Proteine mit den Polymer-
somenarchitekturen zeigen. Die
reversible Ligandenbindung in
Losung und an der Oberfliche
zeigt, dass zumindest ein Teil der
synthetisierten Rezeptoren funkti-
onsfdhig gefaltet war und sich in
einer Orientierung in der Poly-
mermembran befanden, die der
biologischen Orientierung in der
Zellmembran entsprédche und, ste-
risch betrachtet, eine Liganden-
bindung moglich machte. Diese
neue Strategie ermoglicht zumin-
dest theoretisch die Herstellung
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—_—

0
ABA-DRD2 ABA
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auch aller anderen Membranproteinspezies, fiir die geneti-
sche Informationen bekannt sind. Gekoppelt mit der me-
chanischen und chemischen Stabilitdt von Polymersomen sind
nicht nur die Anwendung invasiver physikalischer Charak-
terisierungsmethoden, sondern auch Neuentwicklungen von
reproduzierbaren und stabilen Screeningverfahren fiir die
Wirkstoffsuche denkbar.

Experimentelles

Die zellfreie In-vitro-Expression des DRD2 wurde in einem TNT-T7-
gekoppeltem Weizenkeimextrakt-System (Promega) nach einem be-
reits veroffentlichten Protokoll™ durchgefiihrt. Proteopolymerso-
men aus der In-vitro-Synthese wurden gereinigt und in weiteren
Experimenten verwendet. Die erfolgreiche Expression der rekom-
binanten Proteine wurde durch Western-Blots nachgewiesen.

Fiir Antikorpererkennungsexperimente wurden Proteopolymer-
some mit einem monoklonalen primidren Antikorper gegen DRD2
markiert, und nach der Zugabe eines fluoreszierenden sekundiren
Antikorpers wurde direkt im Flusszytometer analysiert (4., =488 nm,
Aem =505-550 nm). Fiir Ligandenbindungsexperimente wurden ge-
reinigte DRD2-Proteopolymersomen passiviert, anschlieend 30 min
bei 37°C mit 30 um Dansyl-Dopamin-Ligand (FIVEphoton Bio-
chemicals) inkubiert und direkt durch Flusszytometrie analysiert
(Aex =355 nm, A, =505-550 nm; siehe die Hintergrundinformatio-
nen fiir Details).

Fiir den Ligandenaustauschassay wurden Methacrylat-funktio-
nalisierte ABA-Polymersomen iiber einen Linker auf Oberfldchen
verankert. Auf diesen strukturierten Oberflachen wurde dann die In-
vitro-Synthese durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Chips
griindlich mit hochreinem Wasser gewaschen und 30 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur mit 30 um Dansyl-Dopamin inkubiert. Die
Chips wurden erneut mit hochreinem Wasser gewaschen, und es
wurden mit einem Olympus-Mikroskop Bilder der Chipoberfliche
aufgenommen (CKX41 mit DP20-Digitalkamera; 10 x Vergroerung,
1SO200, 2 sec). AnschlieBend wurden Austauschversuche in gleicher
Weise mit unterschiedlichen Konzentrationen an unmarkiertem
Dopamin ausgefiihrt (nur TMN-Puffer, 1 pm, 10 pm, 100 pm, 1 mm
und 25 mMm). Die Bindungsdaten wurden mit GraphPad Prism ana-
lysiert (siehe die Hintergrundinformationen fiir Details).

Eingegangen am 14. Juni 2012,
verdnderte Fassung am 2. August 2012
Online veroffentlicht am 19. November 2012
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