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Allgemeine Zusammenfassung

Die funktionelle Charakterisierung von therapeutisch relevanten Proteinen kann bereits durch
die Bereitstellung des Zielproteins in adaquaten Mengen limitierend sein. Dies trifft besonders
auf Membranproteine zu, die aufgrund von zytotoxischen Effekten auf die Produktionszelllinie
und der Tendenz Aggregate zu bilden, in niedrigen Ausbeuten an aktivem Protein resultieren
konnen. Der lebende Organismus kann durch die Verwendung von translationsaktiven
Zelllysaten umgangen werden- die Grundlage der zellfreien Proteinsynthese. Zu Beginn der
Arbeit wurde die ATP-abhangige Translation eines Lysates auf der Basis von kultivierten
Insektenzellen (Sf21) analysiert. Fir diesen Zweck wurde ein ATP-bindendes Aptamer
eingesetzt, durch welches die Translation der Nanoluziferase reguliert werden konnte. Durch
die dargestellte Applizierung von Aptameren, kdnnten diese zukinftig in zellfreien Systemen
fur die Visualisierung der Transkription und Translation eingesetzt werden, wodurch zum
Beispiel komplexe Prozesse validiert werden kdnnen.

Neben der reinen Proteinherstellung kénnen Faktoren wie posttranslationale Modifikationen
sowie eine Integration in eine lipidische Membran essentiell flr die Funktionalitat des
Membranproteins sein. Im zweiten Abschnitt konnte, im zellfreien Sf21-System, flr den G-
Protein-gekoppelten Rezeptor Endothelin B sowohl eine Integration in die endogen
vorhandenen Endoplasmatisch  Retikulum-basierten Membranstrukturen als auch
Glykosylierungen, identifiziert werden.

Auf der Grundlage der erfolgreichen Synthese des ET-B-Rezeptors wurden verschiedene
Methoden zur Fluoreszenzmarkierung des Adenosin-Rezeptors A2a (Adora2a) angewandt
und optimiert. Im dritten Abschnitt wurde der Adora2a mit Hilfe einer vorbeladenen tRNA,
welche an eine fluoreszierende Aminosdure gekoppelt war, im zellfreien Chinesischen
Zwerghamster Ovarien (CHO)-System markiert. Zusatzlich konnte durch den Einsatz eines
modifizierten tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paares eine nicht-kanonische Aminosaure
an Position eines integrierten Amber-Stopcodon in die Polypeptidkette eingebaut und die
funktionelle Gruppe im Anschluss an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden. Aufgrund
des offenen Charakters eignen sich zellfreie Proteinsynthesesysteme besonders fir eine
Integration von exogenen Komponenten in den Translationsprozess. Mit Hilfe der
Fluoreszenzmarkierung wurde eine ligandvermittelte Konformationsanderung im Adora2a
Uber einen Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer detektiert. Durch die Etablierung der
Amber-Suppression wurde daruber hinaus das Hormon Erythropoetin pegyliert, wodurch
Eigenschaften wie Stabilitdt und Halbwertszeit des Proteins verandert wurden.

Zu guter Letzt wurde ein neues tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paar auf Basis der
Methanosarcina mazei Pyrrolysin-Synthetase etabliert, um das Repertoire an nicht-
kanonischen Aminosauren und den damit verbundenen Kopplungsreaktionen zu erweitern.
Zusammenfassend wurden die Potenziale zellfreier Systeme in Bezug auf der Herstellung von
komplexen Membranproteinen und der Charakterisierung dieser durch die Einbringung einer
positionsspezifischen Fluoreszenzmarkierung verdeutlicht, wodurch neue Mdglichkeiten fur
die Analyse und Funktionalisierung von komplexen Proteinen geschaffen wurden.



Abstract

The functional characterization of therapeutically relevant proteins can be limited due to the
provision of the target protein in adequate amounts. In particular membrane proteins belong
to the so called “difficult-to-express” proteins because of possible cytotoxic side effects and a
susceptibility to aggregation. The living organism can be circumvented by using cell lysates —
the basic for cell-free protein synthesis. In the beginning of the thesis the ATP-dependent
translation process in a cell lysate based on cultured insect (Sf21) cells was analyzed. For this
purpose the translation of a nanoluciferase was regulated by the addition of an ATP-binding
aptamer. The demonstrated application of aptamers in cell-free systems might enable a
visualization of transcription and translation and following a potential validation process for
high-throughput syntheses.

In addition to the protein synthesis, factors such as posttranslational modifications and a
correct integration into a lipid membrane are essential for the functionality of membrane
proteins. Therefore, in the second part, integration of the G protein-coupled Endothelin
receptor type B (ET-B) into the endogenous endoplasmic reticulum derived membranes and
glycosylation were shown to be possible in a Sf21 cell-free system.

Following to the successful synthesis of the ET-B receptor different fluorescent labeling
strategies were applied to the adenosine receptor A2a (Adora2a). The first strategy applied
precharged tRNAs, coupled to a fluorescently labeled amino acid, to the translation process in
a Chinese Hamster Ovary cells (CHO) cell-free system. The second strategy utilized a modified
tRNA/aminoacyl-tRNA-synthetase pair to incorporate a non-canonical amino acid at an
integrated amber stop codon with a subsequently fluorescent labeling. The open character of
cell-free systems enables a feasible integration of exogenous components into the translation
process. The site-specific fluorescent labeling was the basis for the detection of a ligand-
induced conformational change in the Adora2a by a bioluminescence resonance energy
transfer. Additionally the amber suppression technique was transferred to the hormone
Erythropoietin (EPO) to modify EPO’s stability and half-life period by coupling polyethylene
glycol.

Last but not least a novel tRNA/aminoacyl-tRNA-synthetase pair based on the Methanosarcina
mazei pyrrolysine synthetase was developed to further increase the repertoire of non-
canonical amino acids and copper-free click reactions. Summarizing in the present thesis the
potentials of cell-free protein systems related to the synthesis of “difficult-to-express” proteins
and the characterization of these proteins with site-specific fluorescence labeling are depicted,
thereby establishing new methods for the analysis and functionalization of complex proteins.



Abkirzungsverzeichnis

6-FAM-Azid
(DE)PG

aAPT
Adora2a
ADP
AF647-Alkin
ATP
Amb215

Amb153

AMP
AzF

AzL
BP-CUA

BP-GAA

BRET
C

cAMP
CcAPT
CFP
CIP
CLSM
CTD
CTP
CECF
CHO

CrPV
CuAAC
CuSO0Oq
ddH>O
DDM
DMSO
DNA
DTT
eAzFRS
E. coli
EcTyrRS/EctRNA

EDTA
EGTA

EPO
ER
ET
eYFP
FRET
FUT8

VI

Fluorescein-Azid

18:1-trans/ 18:1-trans-1,2-dielaidoyl-sn-
glycerin-3-phospho-(1°-racglycerin)
ATP-bindendes Aptamer
Adenosin-Rezeptor A2a
Adenosindiphosphat

Alexa Fluor 647-Alkin
Adenosintriphosphat
Amber-Stopcodon an der Position, welche
fur die Aminosaure 215 codiert
Amber-Stopcodon an der Position, welche
fur die Aminosaure 153 codiert
Adenosinmonophosphat
p-Azido-L-Phenylalanin

Azido-Lysin
BODIPY-Tetramethylrhodamin-Lysin
gekoppelt an eine Alanin-tRNA, die das
Amber-Stopcodon adressiert
BODIPY-Tetramethylrhodamin-Lysin
gekoppelt an eine Alanin-tRNA, die
Phenylalanin-Codons adressiert
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer
IRES aus dem Cricket Paralysis Virus
(Nomenklatur fur DNA-Konstrukte)
Cyclisches Adenosinmonophosphat
Kontroll-Aptamer
Cyan-Fluoreszenzproteins

Alkaline Phosphatase

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
C-terminale Doméane
Cytidintriphosphat

Continuous exchange cell-free technology
Ovarien-Zellen aus dem Chinesischen
Zwerghamster

Cricket Paralysis Virus
Kupfer(l)-katalysierte Klick-Chemie
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat

Doppelt demineralisiertes Wasser

4,4’ -Diaminodiphenylmethan
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

E. coli modifizierte Tyrosin-tRNA-Synthetase

Escherichia coli Zellen

Orthogonales System bestehend aus der
Tyrosin-Synthetase und passender tRNA
aus E. coli

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigsaure

Erythropoetin

Endoplasmatisches Retikulum
Endothelin

Enhanced yellow Fluoreszenzprotein
Forster-Resonanzenergietransfer
Fucosyltransferase 8



GFP
GPCR
GTP
Hela
HEPES

HTS
IRES

kDa
KOAc
KCI

KOH

LB

L-His

M

Mel

MF

Mg?*
MgCl;
Mg(OAc).
MgSO.
MmPyIRS/tRNA

mRNA
N

NaAsc
NaCl
NaN3
NaOAc
nkAs
Nluc
NMR
NTC
NTD
PBS
PCR
PEG
PEP
PERK
PF

pPa
ProtK
PylIRS-AF

PyIRScro
PyIRSE coi
PyIRSsp1
PyIRSwe
RF1

RLU

rpm
SCO

VI

Grines Fluoreszenzprotein
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Henrietta Lacks-Zellen
Hydroxyethyl-1-piperazinyl-
ethansulfonsaure
Hochdurchsatzverfahren

Interne ribosomale Eintrittsstelle
Kilodalton

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

Lysogeny broth

L-Histidin

Melittin (Nomenklatur fur DNA-Konstrukte)
Melittin

Mikrosomale Fraktion

Magnesium-lonen

Magnesiumchlorid

Magnesiumacetat

Magnesiumsulfat

Orthogonales System bestehend aus der
Pyrrolysin-Synthetase und passender tRNA
aus Methanosarcina mazei

Messenger (Boten)-Ribonukleinsaure
Regulatorische Sequenzen (Nomenklatur far
DNA-Konstrukte)

Natriumascorbat

Natriumchlorid

Natriumazid

Natriumacetat

Nicht-kanonische Aminosaure
Nanoluziferase

Kernspinresonanz

No template control

N-terminale Doméne

Phosphat-gepufferte Saline
Polymerasen-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

Phosphoenolpyruvat

Protein Kinase RNA-ahnliche ER Kinase
Pelletierte Fraktion
p-Propargyloxy-L-Phenylalanin
Proteinase K

Methanosarcina mazei modifizerte
Pyrrolysin-Synthetase
Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem
zellfreien CHO-System
Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem
zellfreien E. coli-System
Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem
zellfreien Sf21-System
Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem
zellfreien Weizenkeim-System
Terminationsfaktor 1

Relative Lichteinheiten

Umdrehungen per Minute
Cyclooctin-L-Lysin



SDS-PAGE

Sf21

SiR

SN

SOC
SPAAC
SPIEDAC

TBE

TCA

TCO

THPTA

™

tRNA
tRNAPyYICUA

tRNATyrCUA

USA
UTP
UTR
viv
w/v
ZFPS

VI

Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese
Spodoptera frugiperda 21 Zellen
Silikon-Rhodamin-Azid

Uberstand

Super optimiertes Nahrmedium
Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition
Strain-promoted inverse electron-demand
Diels-Alder cycloaddition

Tris Base Borat EDTA

Trichloressigsaure
Trans-Cycloocten-L-Lysin
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
Translationsmix
Transfer-Ribonukleinsaure
Suppressions-tRNA fir das MmPyIRS/{RNA
orthogonale System

Suppressions-tRNA fir das
EcTyrRS/EctRNA orthogonale System
Vereinigte Staaten von Amerika
Uridintriphosphat

Untranslatierte Region

Volumenprozent

Massenprozent

Zellfreie Proteinsynthese



Inhaltsverzeichnis
[ T2 101 €7 T 1] 4T ]|
Allgemeine ZusammenfasSUNQ.........cccviiieieeciiiiiiirsssss s s s s s s ssmsssssssssssssnssssssssssssensssnnnnns v
L= =T \%
AbBKUrzungsverzeiChnis ..o s r s s e e s e s e s s Vi
1. [T = T ' 12
L R [ - 1L e (= g g T I 12
1.2. Zellbasierte Protein ProQUKLION .............ccoeemmemmiicsisssiiissssenssissssssssssnsssssssss snssssssnns 13
1.2.1. Prokaryotische EXpresSsSionSSYSteme...............ccowweeemmmmeeeseeemmmmmmcsssseeesnneees 14
1.2.2. Eukaryotische EXpresSionSSYSteMe................ueeeeeeeimmeeensireessnnnnessssssssssnnees 14
1.2.3. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren..............uuuumeeeeuieeeessmeeensssssssssssssssnnennnnns 16
1.2.4. Expression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren..........ccccoeeeeuuiveeevrnnnn. 18
1.3. Zellfreie ProteinSYNtRESe ............oeeeeeieeeeeeeesiteireeetsse e e e eeeeeeessssss nnnmmsssssssssnnnnes 19
1.3.1. Zellfreie Proteinsynthese in prokaryotischen Zellextrakten..................... 20
1.3.2. Zellfreie Proteinsynthese in eukaryotischen Zellextrakten ...................... 22
- "/ [0 [=1 || oY o] (=Y ] ¢ L= 2N 23
1.4.1. L Ta Lo ] [T 741 =T o T N 23
1.4.2. ENdothelin-RezZePtOren..............eeeeeeeeeeeieeeeenessesessnasssssssnesssssssnassesnnsssssssnen 24
1.4.3. Adenosin-Rezeptoren mit Fokus auf den Adenosin-Rezeptor A2a.......... 25
1.4.4. [.58721 1o o T =1 ] 1 I 26
1.5. Erweiterung des genetischen Codes ............cccccummmmrmnrrssssmmmmmmmsssssssssssssssssssssssse e 27

2.

1.5.1. Methoden zur ortsspezifischen Integration von nicht-kanonischen
WY 1110 L XX 10 Y o 27

1.5.2. Orthogonale Systeme auf Basis der Tyrosin-Synthetase aus E. coli
(EcTyrRS/EctRNA) und der Pyrrolysin-Synthetase aus Methanosarcina

MAZEi (MMPYIRS/IRNA) ...t s 29

1.5.3. WY 0 17T o Lo [ o o =Y o F 31
Materialien und Methoden ... 33

b B = =T 4 - - o 33
2.1.1. Chemikalien und ReAGENZIEN ............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssss s s ss s anees 33
2.1.2. Puffer Und LOSUNGEN..........cceeeeeeeeeeieeeieieiseiiieeeseeeeesessssessssssssssssmnnnnnnnnnnssnnnnns 36
2.1.3. L0 ] Y T Y 1 36
2.1.4. GlYKOSIidase ASSQY .......ccevveeiriiiiiiiiiiiisssssssssssssss s s sr s 37
2.1.5. HeiBBe TCA Féllung und SzintillationsSmessung ............cccccccccvvseeneeeeneennnnn. 37
2.1.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ...........cccuueeeeeememieeiiiseeeieineenennssnssssnnnnnns 37
2.1.7 SDS-PAGE...... ettt e e e sne s snn e s ennne 37

2.1.8. T 74711 L3RRS 38



2.1.9. 1 L=o = o RN 38
b R L1 R A=Y | |11 =T o N 39
20 e R {1 N 39
. B T o - T3 1 1 ] o = N 39
b2 R 0 1 N o 1 1 - 40
.2 U T Y o - 11 1= (- T 40
2.1.15. Verbrauchsgegenstande.........eeeueeeeeriieeeeiiieesssiseesesnneeessssssssssmmssssssss 41
2 T € - - 1 (= N 41
. B 7 R Y o 1.7 1= N 42
28 (-1 /1 T Yo = T 43
2.2.1. Generierung von linearen DNA-Templaten mittels Expressions-
Polymerase-Kettenreaktion (E-PCR) ................eemieeeiiieeeeieeeeseineessssessssnnens 43
2.2.2. Generierung von Expressionsplasmiden ...............cceeemmmeeeeieeeeinmeeensnnenn. 45
2.2.3. ReStriKtiONSVErdauU ...........coooiiimmeeeii e ceis e s s s sen e s errn s ssssnnnees 45
2.2.4. I o | 1 o o N 45
2.2.5. Transformation der Plasmid DNA...............eeeeeeemmmmmmemeeiisssssssssssssnnnnnnnnnnnnnns 46
2.2.6. o] [0 1= o O S 46
2.2.7. Plasmidpraparation ..............oueeuueeeeimeereiresessssnesssssssnesssssssnnsssssnssssssssnssssnnenes 46
2.2.8. Analyse von NUKICINSAUIEN ............oceeeueeeeeeeeeieeeceeeeneeissenessessennessssn e sannnens 47
2.2.9. Zellfreie ProteinSYNtNESe ...t s s 47
2.2.10. Zellfreie Proteinsynthese im Batch-Format...............cccuueeeeureceeiireeenrrnnnnnn. 48
2.2.11.  Herstellung von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen.................ceueeeveveerrnnnnnee. 51
2.2.12. Herstellung von Suppressions-tRNA (tRNATyrCUA und tRNAPyICUA)..53
2.2.13. Zellfreie Synthese von modifizierten Proteinen durch die Einfiihrung von
nicht-kanonischen AMINOSEUIEN ..........cooeeeeeeeeeeeiiiieee e e 54
2.2.14. Selektive Modifikation der reaktiven Gruppen der eingebauten nicht-
kanonischen AMINOSEUIEN ..............cooo e eeeieeeeeeces e e e e e aeremmssseanenees 54
2.2.15. Analyse der Einbaueffizienz von verschiedenen nicht-kanonischen
WY 1110 Lo XX 10 =Y o 56
2.2.16. Analyse der ligandabhédngigen Konformationsédnderung des Adora2a...56
2.2.17. Bestimmung der Proteinausbeute durch heiBe TCA-Féllung................... 57
2.2.18. Qualitative Protein Analyse durch SDS-PAGE und Autoradiographie ....58
2.2.19. Deglykosylierungs- und Protease-ASSay........ccccceeerrmrmmmmmmmmmmsmmmmmmmmnmnnnnnnens 58
2.2.20. Konfokale Laser-Scanning-MiKroSKOPIe.............c.ceeeeeeeemmemsemsmmmmmmsmmsnnnnnnnnns 58
3. o 1= o] T == - 60
3.1. Analyse des Translationsprozesses des zellfreien Sf21-Systems.................... 60
3.1.1. Charakterisierung des aAPT und des CAPT ....eeeeeeeeeeeeeeercees e 60



© ® N o o

Xl

3.1.2. Einfluss des aAPT und des cAPT auf die zellfreie Proteinsynthese........ 61

3.1.3. Analyse der Spezifitdt des aAPT im eukaryotischen zellfreien System...62
3.2. Zellfreie Synthese des komplexen GPCRs Endothelin-B-Rezeptors ................ 64

3.2.1. Synthese des ET-B-ReZEPLOIS .............ceereeeemmmemmeeeeennnmeessssssssnnresnnnmnmmssseees 64

3.2.2. Translokation und Vesikelintegration des ET-B-Rezeptors...................... 65
3.3. Modifizierung von therapeutisch relevanten Proteinen durch Amber-

Y77 0] T =YX [0 o SR 67
3.3.1. Adressierung des Amber-StopCoOdONS..............uueeeeermeemmmmmeceerrreeennnncensnnes 69
3.3.2. Bioorthogonale Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an die reaktive

(€7 g 0] oo TN [=] gl o] ¢+ = 72

3.3.3. Proteinmodifikation und Funktionalitdtsstudien auf Basis der Amber-

0T ] o] o7 =YX o o J RSO 78

3.4. Etablierung des PyIRS-AF/tRNAPyICUA-Paares im zellfreien CHO-System ....82
I 1T (B E=T= T o 89

4.1. Limitierungen und Anwendungen von Aptameren in zellfreien Systemen ...... 90
4.2. Analyse des ET-B-Rezeptors im zellfreien Sf21-System.............cccccvvvvvvvvvviiennns 93
4.3. Einbau von nicht-kanonischen Aminosauren durch Amber-Suppression....... 97
4.4. Klickreaktionen und ihre ANWeNdUNQ ............e.ueeeeeeeeeieeneesesnesessssneassssssnnassssees 100
4.5. Etablierung des PyIRS-AF/tRNAPyICUA-Paares im zellfreien CHO-System ..107
- L 112

(= (=T =T 04T o N 114
ANNANG ... ———————————————— 137

[IT= ¢ Y= 4 =] F- T 139



12

1.  Einleitung

1.1.  Inhalt der Arbeit

Die Bereitstellung von rekombinant hergestellten Proteinen ist sowohl in der
wissenschaftlichen Forschung als auch fur therapeutische Anwendungen essentiell. Aus
diesem Grund wurden in den letzten drei Jahrzehnten Forschungsschwerpunkte auf die
Entwicklung von universalen und optimalen Expressionssystemen gelegt. Heutzutage gibt es
eine Vielzahl von zellbasierten Expressionssystemen auf der Basis von eukaryotischen und
prokaryotischen Organismen, die eine Uberexpression einer Vielzahl an therapeutisch
relevanten Proteinen ermdglichen’2. Besonders die Klassen der Membranproteine?, toxischen
Proteine®, bestimmte Wachstumsfaktoren® sowie spezielle Enzyme® stellen eine
Herausforderung fir zellbasierte Expressionssysteme dar, da die Erhaltung des Organismus
durch die exprimierten Proteine negativ beeinflusst werden kann. Um die Erhaltung des
Organismus umgehen zu koénnen, wurden alternative Systeme entwickelt, die auf die
Translationsmaschinerie, entkoppelt vom lebenden Organismus, zuriickgreifen’. Diese
sogenannten zellfreien Systeme beruhen auf einem Zelllysat in welchem samtliche
Translationsfaktoren, Ribosomen, tRNAs und Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in einer aktiven
Form vorliegen. Durch die Zugabe von Aminosduren, Energie, einem Energie-
Regenrationssystem und einem geeigneten DNA-Templat wird die Proteinsynthese innerhalb
von wenigen Stunden ermdglicht. Spezialisierte eukaryotische zellfreie Systeme sind
besonders flr die Synthese von Membranproteinen und translozierten Proteinen geeignet, da
durch einen milden Aufschluss endogene Membranstrukturen auf der Basis des
Endoplasmatischen Retikulums erhalten werden konnen®'. In diese sogenannten
Mikrosomen kdnnen Membranproteine kotranslational integriert werden. Des Weiteren werden
posttranslationale Modifikationen auf der Basis des ERs, wie Kernglykosylierungen,
Lipidierungen, Disulfidverbriickung und Phosphorylierungen ermdglicht'!, welche essentiell fiir
die Aktivitdt von Proteinen sein kdnnen. Neben der Synthese von sogenannten ,schwer-
herstellbaren-Proteinen® ist die ortsspezifische Modifizierung von Proteinen ein wichtiger
Bestandteil sowohl in der in vivo als auch in der in vitro Produktion'?. Modifizierungen
umfassen homogene Glykosylierungen und PEGylierungen zur Verbesserung der
allgemeinen Proteinqualitdt insbesondere von Stabilitdt und Halbwertszeiten, sowie
Fluoreszenzmarkierungen zur Durchfiihrung von Interaktions- und Bindungsstudien.

Der Fokus in dieser Studie liegt auf der zellfreien Synthese und ortsspezifischen Modifizierung
von schwer-herstellbaren Proteinen auf Basis von Spodoptera frugiperda (Sf21)''4- und
Chinesischen Hamster Ovarien (CHO)®'5-Zelllysaten. Fir die Umsetzung wurde die Methodik
der Amber-Suppression in Kombination mit bestehenden orthogonalen Systemen optimiert,
sowie ein neues orthogonales System etabliert, um verschiedenste nicht-kanonische
Aminosauren mit unterschiedlichen reaktiven Gruppen in das Zielprotein einzubauen. Die in
dieser Studie etablierte Methode zur ortsspezifischen Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen
an das Zielprotein kann zukunftig fur automatisierte Screening-Analysen von
Interaktionspartnern und Liganden genutzt werden. Erste Resultate zu dieser Thematik
wurden durch Quast et al.’®' erzielt, auf denen die Optimierung des bestehenden
orthogonalen Systems beruht.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden vier Teilbereiche adressiert:
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Im ersten Abschnitt wurde die Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige zellfreie Proteinsynthese
des Sf21-Systems analysiert und modifiziert. Fir diesen Zweck wurde ein linked System
verwendet, in dem als Templat eine im Vorfeld transkribierte mRNA eingesetzt wurde. Durch
die raumliche Trennung von Transkription und Translation wurde in der anschlieRenden
Translation eine definierte Energiemenge in Form von ATP der Synthese zugeflhrt. Die
Zugabe eines Anti-ATP-Aptamer ermdglichte eine Regulierung der zellfreien Proteinsynthese.
Das Anti-ATP-Aptamer komplexiert spezifisch das Nukleotid ATP, wodurch freies ATP fir die
Verwendung in der Proteintranslation entfernt wurde. Der Einfluss des Aptamers auf die
zellfreie Synthese wurde mit Hilfe des Modelproteins NanoLuziferase (Nluc) analysiert. Die
erhaltenen Resultate sollen eine Mdglichkeit aufzeigen, um die zellfreie Proteinsynthese zu
regulieren und einzelne Molekiile gezielt zu analysieren.

Im zweiten Abschnitt wurde die zellfreie Synthese eines komplexen Proteins, des G-Protein-
gekoppelten Rezeptors Endothelin B, analysiert. Als DNA Templat wurde ein PCR-Produkt
verwendet, welches die Gensequenz des ET-B Rezeptors, sowie ein C-terminal fusioniertes
Gen fir das Fluoreszenzprotein eYFP tragt. In diesem Abschnitt wurde der Einfluss der
Synthesedauer auf die zellfreie Proteinsynthese des ET-B-eYFP-Rezeptors analysiert. Des
Weiteren wurde die Integration in die mikrosomalen Membranen und die Orientierung des
Membranproteins bestimmt. Zusatzlich wurden grundlegende biologische Prozesse wie die
Translokation eines Membranproteins in endogene Membranen wahrend der zellfreien
Synthese analysiert, um im Folgenden eine Grundlage fur die ortsspezifische Modifizierung
von komplexen Membranproteinen und translozierten Proteinen zu etablieren.

Im dritten Abschnitt wurden zwei pharmazeutisch relevante Proteine, der G-Protein-
gekoppelte Adenosin-Rezeptor A2a (Adora2a), fusioniert an eine Nluc, sowie der
Wachstumsfaktor Erythropoetin statistisch und ortsspezifisch in eukaryotischen zellfreien
Systemen modifiziert. Die Modifizierung erfolgte durch zwei Methoden. Die erste befasste sich
mit der Nutzung von kommerziell erhaltlichen vorbeladenen tRNAs. Diese tRNAs wurden im
Vorfeld chemisch an eine fluoreszenzmarkierte Aminosaure aminoacyliert und adressieren
abhangig vom Anticodon der tRNA restespezifisch das Codon eines Phenylalanins oder
ortsspezifisch das Amber-Stopcodon. Die zweite Methode befasste sich mit der Verwendung
eines bereits etablierten orthogonalen Systems auf Basis einer modifizierten E. coli Tyrosin-
tRNA-Synthetase’®'® sowie der passenden Suppressions-tRNA. Dieses System wurde
optimiert und im Hinblick auf pharmazeutische Anwendungen wie der PEGylierung erweitert.

Im vierten Abschnitt wurde ein neues orthogonales System, welches auf der Verwendung einer
modifizierten Methanosarcina mazei Pyrrolysin-Synthetase und der passenden Suppressions-
tRNA beruht?’, entwickelt und optimiert. Mit diesem System kénnen nicht-kanonische
Aminosauren mit neuen reaktiven Gruppen wie zum Beispiel Cyclooctine ortsspezifisch in das
Zielprotein eingebaut werden. Durch die neuen reaktiven Gruppen wird das Repertoire an
anschlielRenden kupfer-freien Klick-Reaktionen erweitert.

1.2. Zellbasierte Protein Produktion

In den letzten 15 Jahren wurden in den USA und in Europa tUber 100 neue Biopharmazeutika
fir den Markt zugelassen?'. Fir die bisher insgesamt 200 zugelassenen biologischen Stoffe
wird ein Marktvolumen von 140 Millionen US Dollar?' geschatzt. Ein Grofteil von diesen
biologischen Stoffen sind rekombinant hergestellte Proteine. Die Verwendung von Proteinen
fur therapeutische Ansatze ist auf die Vielseitigkeit der Biomolekile zurtickzufiihren, die in
verschiedensten physiologischen Funktionen im menschlichen Korper involviert sind?2.
Proteine fungieren als Katalysatoren und Rezeptoren, bilden Transporter fir Makromolekiile
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und sind in der Verbreitung von Zellsignalen, der Zelladhasion und dem Zellzyklus, sowie in
der Immunantwort involviert?.

Die in vivo Herstellung von rekombinanten Proteinen wurde durch zwei entscheidende
Faktoren in den letzten 40 Jahren drastisch verbessert: zum einen durch die Einflihrung von
rekombinanten DNA Technologien, die 1973 im ersten in vitro synthetisierten Plasmid
resultierte?* und zum anderen durch die Fortschritte in der Zellkultivierung durch die
Verwendung von Zelllinien-spezifischen Medien?®. Heutzutage basieren weit verbreitete
Protein-Produktions-Systeme auf kultivierten Bakterien-, Hefen-, Pilzen-, Algen-, Insekten-
und Saugetierzellen?.

1.2.1. Prokaryotische Expressionssysteme

Weniger komplexe therapeutische Proteine werden hauptsachlich in E. coli basierten
Expressionssystemen hergestellt und besitzen einen Marktanteil von ca. 30 %?. E. coli
basierte Expressionssysteme zeichnen sich durch eine hohe Produktivitdt bei niedrigen
Kultivierungskosten aus?®. Des Weiteren sind kommerziell erhaltliche Vektoren fiir eine
Transformation in E. coli verfligbar, wodurch die Gensequenz des Zielproteins in den
Organismus eingebracht werden kann?. Das erste funktionsfahige rekombinante humane
Protein wurde 1977 in E. coli hergestellt’*®. Das Peptidhormon Somatostatin, inhibiert die
Bildung des Wachstumshormones Somatotropin in der Hypophyse. 5 Jahre spéater folgte die
Produktion von humanen Insulin ebenfalls in E. colP'. Limitierend in prokaryotischen
Expressionssystemen ist die Synthese von komplexen humanen Proteinen®2. Aufgrund der
fehlenden Zellorganellen, wie Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat, sind
posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Disulfidverbrickungen begrenzt
bzw. mit Zusatzen madglich®®. Das Fehlen von endogener Protein-Disulfidisomerase im
Zytoplasma und der damit fehlenden Ausbildung von Disulfidbriicken resultiert oftmals in
fehlgefalteten Proteinen, die in Proteinaggregaten akkumulieren kénnen®. Um deren
natirliche und aktive Konformation 2zu rekonstituieren, sind oftmals aufwendige
Faltungsprozeduren und Loslichkeitsprotokolle nétig. Diese Prozeduren kdnnen jedoch in
einer drastischen Verringerung der Proteinausbeute und im Verlust von aktiven Proteinen
resultieren®®. Die Ausbildung von Disulfidbriicken konnte in einem speziell genetisch
veranderten E. coli-Stamm in Gegenwart von reduzierenden Bedingungen erreicht werden3®637,
Ein weiterer Nachteil einer Proteinproduktion in E. coli ist das Vorhandensein von Endotoxinen.
Lipopolysaccharide, Bestandteile in der bakteriellen Zellmembran, werden durch den Toll-like
Rezeptor 4 erkannt und kénnen eine inflammatorische Signalkaskade im menschlichen Kérper
auslésen®. Endotoxine kénnen entweder durch Ultrafiltration, Detergenzbehandlung oder
Austauschchromatographie entfernt werden®®. Eine weitere Alternative wurde durch die
Etablierung einer genetisch veranderten Lipopolysaccharid-freien bakteriellen Zelllinie
geschaffen®.

1.2.2. Eukaryotische Expressionssysteme

Um die gelisteten Limitierungen der Proteinproduktion in prokaryotischen Organismen zu
umgehen, liegt heutzutage der Fokus auf der Entwicklung von eukaryotischen
Expressionssystemen. Die am haufigsten verwendeten Expressionssysteme nutzen kultivierte
Saugetier- und Hefezellen. Jedes dieser Systeme besitzt eigene Herausforderungen, aber
auch Vorteile in der Proteinexpression. Expressionssysteme basierend auf Saccharomyces
cerevisiae und Pichia pastoris Zellen zeichnen sich durch eine preisgunstige Kultivierung
aus**4'. Es konnen Einzelkopien oder Mehrfachkopien des Gens des Zielproteins in das
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Genom der jeweiligen Hefe integriert werden*?. Im Vergleich zu E. coli basierten
Translationssystemen ist zwar eine geringere Auswahl an Vektoren und Promotoren
vorhanden, jedoch ermdglichen Hefen posttranslationale  Modifikationen, wie
Glykosylierungen, die essentiell flr die Funktionalitdt und Stabilitdt der Zielproteine sein
kénnen®. Im Vergleich zu komplexen humanen Glykosylierungen ermdglichen Hefezelllinien
eine Hyper-Mannosylierung, die allergische Reaktionen im menschlichen Kérper auslésen
konnen*3, Um die Hyper-Mannosylierung zu einer human-ahnlichen Mannose-reduzierten
Form zu trimmen, kdnnen Mannosyltransferase-Gene im endoplasmatischen Retikulum (ER)
und im Golgi der Hefen ausgeschaltet werden**. Es konnte gezeigt werden, dass nach der
Deletion der Mannosyltransferasen Cellulasen mit einem Tri-Mannose-Kern glykosyliert
werden, der wiederum die Grundlage flr komplexe Glykosylierungen bilden kann. Die
Proteinexpression der Cellulasen konnte durch diesen Schritt zusétzlich verbessert werden®.
Neben der nicht-humanen Glykosylierung ist eine limitierte Sekretion von bestimmten
Zielproteinen in Hefezellen beschrieben, wodurch die Zielproteine in der Zelle verbleiben und
haufig nur mit aufwendigen Isolationsprozessen erhalten werden koénnen?. Durch die
Identifikation und Veranderung von spezifischen Genen konnte die Sekretion einer a-Amylase
wesentlich verbessert werden?®. Aus diesen Griinden liegt gegenwartig der Fokus auf der
Entwicklung von Saugetier-Expressionssystemen. Die Entwicklung von Zelllinien auf der Basis
von Saugetierzellen begann bereits in den 1960er-Jahren mit der Einfiihrung von HeLa, CHO
und 3T3 Zelllinien. Dieses Spektrum wurde im Laufe der Jahre um BHK-, HEK293- und viele
weitere Zelllinien erweitert**. Das prominenteste Produktionssystem basiert auf einer
immortalisierten Zelllinie aus den Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters, in dem
gegenwartig 70 % aller therapeutischen Proteine hergestellt werden*’. Im Allgemeinen weisen
Saugetierzelllinien eine passende Umgebung fir die Produktion von komplexen Proteinen mit
einem human-ahnlichen Glykosylierungsmuster auf*®. Aufgrund der Komplexitat der
Saugetierzellen erfordert die Proteinproduktion eine Adaptierung der jeweiligen Zelllinie an
definierte Kultivierungsbedingungen und an ein Serum-freies, komplexes Medium, um die
Produktqualitat aufrecht zu erhalten sowie ,Batch-to-Batch-Variationen“ einzuschranken,
wodurch die Proteinproduktion aufwendiger und kostenintensiver wird*®. Die Einfiihrung des
Zielgens in das Genom einer Saugetierzelle ist im Vergleich zu Bakterien und Hefen aufgrund
der natlrlichen Resistenz gegen Fremd-DNA und der Dezentralisierung von Transkription und
Translation erschwert. Des Weiteren ist die Selektion von Klonen und die Erhaltung der
transfektierten Zelllinien aufwendig und kostenintensiv?®. Durch die Entwicklung von neuen
Gen-Editierungsmethoden wie z. B. CRISPR/Cas kénnen Gene gezielt eingefuigt, entfernt oder
ausgeschaltet werden, wodurch die Einbringung eines Zielgens stark erleichtert wurde®%'. So
wurde zum Beispiel die Fucosyltransferase 8 (FUT8) in CHO-Zellen ausgeschaltet®?. Das
Vorhandensein von Fucose in der Glykosylierung, welches in einer a-1,3-Verknlpfung vorliegt,
kann zu allergischen Reaktionen fuhren. Durch das Ausschalten des FUT8-Gens konnte
gezeigt werden, dass Antikorper, die in diesen CHO-Zellen produziert worden sind, eine
verbesserte Antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat aufweisen. Ein weiterer
Unterschied im Glykosylierungsmuster von Proteinen, die in CHO-Zellen produziert wurden,
liegt in der VerknUpfung der Sialinsauren. Humane Glykosylierungen zeichnen sich durch eine
a-2,6-Sialisierung aus, eine Verknlpfung, die in CHO-Zellen nicht produziert werden kann. Die
Uberexpression von Glykosyltransferasen wie z. B. der a-2,6-Sialyltransferase, ermdglicht in
diesem Zusammenhang eine weitere Anpassung des Glykosylierungsmuster. Flr das Hormon
Erythropoetin konnte der Anteil an Sialinsauren um 26 % erhdht werden, wodurch die Stabilitat
des Hormons verbessert werden konnte®?.
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1.2.3. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Da ein Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit auf der Synthese von Membranproteinen, im
Besonderen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) liegt, werden GPCRs in diesem
Abschnitt gesondert betrachtet. Membranproteine sind in jeder biologischen Membran
vorhanden und koénnen unterteilt werden in integrale Membranproteine, welche die
Lipiddoppelschicht der Membran durchspannen, und periphere Membranproteine, welche an
eine Seite der Membran assoziiert sind%4. Aufgrund der Omniprasenz in samtlichen Zellen und
den unterschiedlichsten Funktionen als Transporter, Kanale, Enzyme und Rezeptoren ist es
nicht verwunderlich, dass Membranproteine durch zirka 30 % des humanen Genoms kodiert
werden®® und 50 % aller pharmazeutischen Medikamente Membranproteine adressieren®®.
Eine der groften Unterklassen der Membranproteine sind GPCRs, welche durch ca. 800
verschiedene Gene kodiert werden® und in 5 weitere Untergruppen abhangig von ihrer
Sequenz und Funktion unterteilt werden koénnen. Man unterscheidet die Rhodopsin-,
Glutamat-, Sekretin-, Adhasion-, und die Frizzled/Taste2-Rezeptor-Familie (Abbildung 1).

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Glutamat Rhodopsin Adhasion| |Frizzled/Taste2| |Sekretin
(15) (701) (24) (24) (15)
Abbildung 1. Ubersicht der GPCR-Familie. Dargestellt sind die fiinf Untergruppen von GPCRs. Die Anzahl der jeweiligen

Mitglieder einer Untergruppe ist in Klammern angegeben. Modifiziert nach>8

Rhodopsin-Rezeptoren stellen hierbei die am besten charakterisierte Klasse dar, da sie mit
uber 700 Vertretern auch die am haufigsten vorkommenden Rezeptoren sind. Aufgrund der
hohen Anzahl an Rhodopsin-Rezeptoren sind die Proteine dieser Klasse sehr heterogen in
ihrer Struktur. Konservierte Motive lassen sich in der Transmembrandomane 3 (E/DRY-
Motiv®?), 6 (CWxP-Motiv®) und 7 (NPxxY-Motiv®") finden. Darlber hinaus sind diese GPCRs
zumeist durch eine Disulfidbriicke gekennzeichnet, die den ersten und dritten extrazellularen
Loop mit einander verbindet®?. Zu den Rhodopsin-Rezeptoren gehoéren pharmazeutisch
relevante Targets, wie z. B. Serotonin- und Dopamin-, Opioid-, Somatostatin-, Angiotensin-
und olfaktorische Rezeptoren, sowie die in dieser Arbeit betrachteten Endothelin und
Adenosin-Rezeptoren®®. Sekretin-Rezeptoren sind besonders in der Regulierung des
Hormonhaushaltes involviert und durch eine lange N-terminale Domane (120-160
Aminosaurereste) gekennzeichnet, die mit peptidbasierten Liganden interagiert®. Glutamat-
Rezeptoren werden durch Neurotransmitter, Glutamat und GABA, aktiviert. Darliber hinaus
sind sie im Empfinden der Geschmacker sif® und Umami, sowie in der Regulation von
Kalzium-Rezeptoren involviert®>. Gekennzeichnet sind Glutamat-Rezeptoren durch eine
extrazelluldre Venus Fliegenfalle-Domane, eine zweilappige Struktur, in deren Offnung sich
die Bindungsstelle befindet®®. Adhasions-Rezeptoren erkennen hauptséchlich Zellmembran-
und extrazellulare Matrixproteine, aber auch Polysaccharide, Fettsduren, sowie Phospho- und
Glykolipide. Ein besonderes Merkmal von Adhé&sions-GPCRs ist eine grofe extrazellulare
Domane, die aus 300-6000 Aminosaureresten bestehen kann und spezifische Bindemotive flr
Interaktionspartner, wie z. B. den epidermalen Wachstumsfaktor, aufweisen kann®. Darliber
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hinaus zeichnet sich diese Rezeptorklasse durch eine einzigartige autoproteolytisch-induzierte
Domane (GAIN) aus, die in der Spaltung der grof3en extrazellularen Doméane resultiert. Durch
eine heterologe Zusammenlagerung von extrazelluldrer Domane und einem C-terminalen
Fragment wird eine hohe strukturelle und funktionelle Diversitat der Rezeptorklasse
ermoglicht®”. Die Homologie der Frizzled-Rezeptor-Familie, im Vergleich zu den anderen
GPCR-Familien, ist beschrankt auf das Vorhandensein der sieben Transmembrandoméanen.
Zusatzlich konnte ein konserviertes Motiv (KTXXXW) gefunden werden, welches eine nahe
Verwandtschaft zu den Geschmacksrezeptoren (Taste2) aufweist®®. Frizzled-Proteine sind in
der Aktivierung des Wnt/R-Catenin Signalweges involviert®®, Taste2-Rezeptoren in der
Empfindung der Geschmacksrichtung bitter’.

Trotz der individuellen Charakteristika der verschiedenen Klassen von GPCRs, sind diese
Proteine im Allgemeinen durch 7 Transmembrandomanen mit jeweils drei extra- und
intrazelluldren Loops gekennzeichnet sowie einem vergleichbaren Mechanismus der
Aktivierung”'. Nach Bindung eines Liganden an den extrazellularen Bereich des GPCRs erfolgt
eine strukturelle Anderung der intrazellularen Bereiche. Davon betroffen ist das Ende der TM6,
welche nach der Bindung des Agonisten in Richtung TM5 rotiert’2”3. Diese Rotation wird durch
das Aufldsen der ionischen Interaktion des E/DRY-Motivs am Ende der TM3 mit dem Ende
der TM6 erreicht’*"®. Durch die Konformationsanderung der intrazellularen Bereiche wird das
Koppeln und somit die Aktivierung der G-Proteinen ausgelost’®. G-Proteine bestehen aus einer
Ga-, GB- und Gy-Untereinheit’’. Die Ga-Untereinheit besitzt im inaktivierten Zustand ein
gebundenes GDP, welches nach der GPCR-Aktivierung freigesetzt und durch GTP ersetzt
wird. Zusatzlich dissoziieren die GBy-Untereinheiten von der Ga-Untereinheit, wodurch die G-
Proteine im aktiven Zustand vorliegen und Effektormolekile wie Kalzium, Kaliumkanale,
Adenylatzyklasen, Phospholipasen A2, C(-B), Phosphoinositid-3-Kinase und Proteinkinasen
regulieren’. Die Inaktivierung der G-Proteine erfolgt (iber die Hydrolyse des gebundenen
GTPs zu GDP’’. Das einfachste Modell um die Kinetik der Aktivierung eines GPCRs zu
beschreiben ist das ,Zwei-Zustande-Modell“. In diesem Modell wird angenommen, dass der
GPCR hauptsachlich in zwei Zustanden, dem inaktiven Zustand (R) und dem aktiven Zustand
(R*) vorliegt. In Abwesenheit eines Liganden wird die basale Aktivitat eines GPCRs aus dem
Aquilibrium zwischen R und R* bestimmt. Die Effektivitat eines Liganden wird anhand dieses
Modells, das Aquilibrium entweder in den R- oder R*-Status zu verschieben, beschrieben’.
Studien zeigen zusatzlich, dass neben der aktiven und inaktiven Form intermediare
Konformationen von GPCRs nachweisbar sind, die einen héchst dynamischen Prozess der
Ligandbindung bis zur Signalwegaktivierung ermdoglichen®8!. Nichtsdestotrotz sind
heutzutage die Liganden von ca. 100 GPCRs sowie deren Funktion unbekannt. Diese orphan
Rezeptoren sind besonders fur therapeutische Zwecke interessant, da sie neue Targets flr
die Entwicklung und Adressierung von Medikamenten darstellen®?. Die Identifikation von
Liganden erfolgte zumeist Uber die Expression des jeweiligen orphan Rezeptors in einem
zellbasierten System und der Zugabe von groRen Liganden-Bibliotheken im
Hochdurchsatzverfahren®®. Neuere Methoden basieren auf den Fortschritten in der
Strukturaufklarung von  GPCRs. Durch die  Entwicklung von  optimierten
Kristallisationsprozeduren, wie z. B. der Kristallisation in einer Lipid-Mesophase® und der
Femto-Sekunde-Kristallisation®, sowie der Stabilisierung der Zielproteine durch die
Einflhrung von Mutationen und der Konstruktion von Fusionsproteinen, konnten in den letzten
Jahren 100 Strukturen von 46 verschiedenen GPCRs in unterschiedlichen Konformationen
aufgeklart werden®®8. Durch die erhaltenen Kiristallstrukturen konnte der Fokus zur
Identifikation von Liganden auf virtuelle Ligand-Screening Methoden gelegt werden®. Nach
wie vor ist jedoch die Problematik der Expression von GPCRs in ausreichenden Mengen
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gegeben. Daher soll im nachsten Abschnitt die Herstellung von GPCRs in zellbasierten
Systemen betrachtet werden.

1.2.4. Expression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

GPCRs sind besonders in die Ubertragung von extrazelluldren Signalen, ausgeldst durch
Duftstoffe, Licht, Peptide, Neurotransmitter, Hormone und kleine Moleklle, tber die
Membranbarriere in den intrazellularen Raum involviert®®. Gerade durch anschlieRende
Signalkaskaden, welche die Zellproliferation aber auch den Zelltod stimulieren kénnen, ist eine
Uberexpression von GPCRs in lebenden Zellen kritisch, da zytotoxische Nebeneffekte
auftreten konnen®. Um diese zu umgehen, konnen induzierbare Expressionssysteme
verwendet werden®. Die Induktion kann durch externe Faktoren wie Veranderung der
Temperatur und Addition von Chemikalien erfolgen®'. Durch die natirlich vorkommende
geringe Konzentration an Membranproteinen in der Zellmembran ist eine in vivo Produktion
und die anschlieRende Isolation aufwendig und kostenintensiv®2. Des Weiteren kann eine
Uberexpression von Membranproteinen die Integritat der Plasmamembran stéren®. Durch die
natlrlich vorhandenen, hydrophoben Transmembrandomanen tendieren Membranproteine
zur Aggregation, was in einer Fehlfaltung und einem Verlust der Funktion resultieren kann.
Nur wenige GPCRs konnten aus Proteinaggregaten korrekt riickgefaltet werden®%. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen eukaryotischen und prokaryotischen
Expressionssystemen liegt in der Elongationsrate der Polypeptidkette. Wahrend in E. coli zirka
10-20 Aminosauren pro Sekunde an die Polypeptidkette angefligt werden, liegt dieser Wert in
eukaryotischen Systemen im Bereich von 3-8 Aminosauren. Fur eine geringere
Elongationsrate konnte eine bessere Faltung der synthetisierten Proteine identifiziert
werden®®. Fir eine korrekte Faltung kénnen wiederum spezifische Chaperone nétig sein, die
im ausgewahlten Expressionssystem in niedrigen Konzentrationen oder gar nicht vorliegen.
Besonders in prokaryotischen Expressionssystemen ist eine korrekte Faltung problematisch,
da keine spezifischen G-Proteine oder Interaktionspartner fliir GPCRs vorhanden sind, die die
Faltung unterstitzen konnen® %, Als Alternative kénnen Proteine, wie das hochlésliche
Maltose-Bindeprotein®® oder Proteine der auferen E. coli-Membran (OmpF)'® an das
Zielprotein fusioniert werden, wodurch die Aggregatbildung des Zielproteins reduziert werden
kann'®'. Dariiber hinaus kann das MBP aufgrund der spezifischen Bindung zu Amylose als
Isolationstag eingesetzt werden'®?. Zusatzlich unterscheiden sich die Membranen der
einzelnen Expressionssysteme in ihrer Lipidzusammensetzung. Die Stabilisierung der
Membran wird in Saugetierzellen unter anderen durch Cholesterin unterstitzt, ein Steroid,
welches in Membranen von Hefen durch Ergosterol ersetzt wird. Insektenzellen besitzen eine
geringere Konzentration an Cholesterin in ihrer Membran und E. coli weist keinerlei
Cholesterin auf'®,

Eine weitverbreitete Strategie in der Uberexpression von GPCRs nutzt rekombinante Viren,
da diese zum einen sehr effektiv ihr Genmaterial in die Zelle einschleusen kénnen und
effiziente Promotoren fiir eine hohe Proteinexpression besitzen'®. Auf Insektenzell-Basis ist
hier das Baculovirus-Expressionssystem zu nennen'®. Mehr als 80 Kristallstrukturen von
GPCRs konnten mit Hilfe einer Synthese im Baculovirus-Expressionssystem gelost werden'.
Auch in Saugetierzell-Expressionssysteme kommen rekombinante Viren zum Einsatz.
Besonders zu beachten ist hier jedoch, dass das Virus zwar die Zielzelle infizieren, sich aber
nicht in dieser replizieren kann'®’. Diese Kriterien erfiillt das Semliki Forest Virus (SFV),
welches bei Nagetieren vorkommt, aber keine Symptome beim Menschen auslést. Mit Hilfe
des SFV Expressionssystems konnten mehr als 100 verschiedene GPCRs exprimiert
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werden'®, Trotz der Erfolge in der GPCR-Produktion verbleibt haufig ein groBer Anteil der
hergestellten Polypeptidkette im ER als fehlgefaltetes und nicht-funktionsfahiges Protein'®.
Fur den Vasopressin-Rezeptor wurde z. B. nur ein Anteil von 0,005 % als aktiver GPCR
bestimmt'®. Darlber hinaus ist das SFV Expressionssystem im Vergleich zu Hefe- und
bakteriellen Expressionssystemen teuer und aufwendig. Vor allem die Herstellung von hohen
Mengen an RNA fir die Virusproduktion ist kostenintensiv. Aulerdem verlangen viele Staaten,
dass aufgrund des verwendeten Virus im Sicherheitsbereich der Stufe 2 gearbeitet wird'®®.

Aufgrund der gelisteten Limitationen bei der Synthese von Membranproteinen sowie den
angefiihrten Problemen bei der Synthese von posttranslationalen Modifikationen, besonders
im Hinblick auf Glykosylierungen, werden alternative Proteinsynthesemethoden auch
weiterhin entwickelt. Ein bereits etabliertes System ist die zellfreie Proteinsynthese, die im
nachsten Abschnitt naher betrachtet wird.

1.3. Zellfreie Proteinsynthese

Die Grundlage der zellfreien Proteinsynthese (ZFPS) wurde bereits in den 1960er-Jahren von
Matthaei und Nirenberg geschaffen''. Der damalige Fokus lag auf der Untersuchung des
Proteintranslationprozesses in E. coli. Aufbauend auf dieser Forschung wurden, neben dem
erwahnten prokaryotischen System, verschiedenste eukaryotische Zellfreisysteme entwickelt.
Zu diesen gehdren Protozoen-, Pilz (Saccharomyces cerevisiae)-, Pflanzen (Weizenkeim,
Tabak BY-2)-, Insekten (Spodoptera frugiperda 21)- und Saugetier (Kaninchen Retikulozyten,
Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters, HEK293, Hela)-basierte zellfreie Systeme''?.
Trotz des unterschiedlichen Ursprunges, basiert jedes System auf translationsaktiven
Zellllysaten, welche die komplette Translationsmaschinerie enthalten und somit eine
Proteinsynthese ermdglichen. Fir die Zelllysatgewinnung werden ausgewahlte Zelllinien
fermentiert und bei einer definierten Zelldichte aufgeschlossen. Wahrend der Zellkern,
Zelltrimmer sowie endogene RNA entfernt werden, bleiben essentielle Bestandteile fur die
Proteinsynthese wie z. B. Ribosomen, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, Translationsfaktoren
und Chaperone erhalten ''. Der erhaltene Zellextrakt wird anschlieRend mit Energie in Form
von ATP und GTP, einem Energie-Regenerationssystem und Aminosauren erganzt. Die
Zugabe des Nukleinsdure-Templates kann als zirkulare oder lineare DNA (,gekoppelt®)!3114
oder als im Vorfeld transkribierte mRNA (linked)'"® erfolgen. Im linked Modus wird die
Translation durch einen Gelfiltrationsschritt von der Transkription getrennt, wodurch eine
Einstellung der optimalen Parameter wie Temperatur, Pufferbedingungen und
Salzkonzentration ermdglicht wird™. Das allgemeine Prinzip der ZFPS ist in Abbildung 2
dargestellt.
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Abbildung 2. Prinzip der zellfreien Proteinsynthese. Dargestellt sind die Bestandteile einer Batch-basierten zellfreien
Reaktion. Diese beinhalten ein translationsaktives Lysat prokaryotischen oder eukaryotischen Ursprungs, ein DNA-Templat in
zirkuldrer oder linearer Form, Aminosauren, sowie Energie und ein Energie-Regenerationssystem. In bestimmten
eukaryotischen Zelllysaten wie z. B. in CHO-, Sf21-, Human- und Tobacco-basierte zellfreien Systemen liegen endogene
Membranstrukturen vor, die eine kotranslationale Integration von Membranproteinen ermdglicht. Modifiziert aus12

Der einfachste Reaktionsmodus, eine sogenannte ,Eintopf-Reaktion® (Batch), in dem
samtliche Komponenten in einem Reaktionsgefald zusammengegeben werden, zeichnet sich
durch eine schnelle Proteinsynthese von wenigen Stunden aus’. Die Proteinausbeute ist
jedoch limitiert, da Energiekomponenten aufgebraucht werden und inhibitorische Phosphate
akkumulieren'®. Durch die Korrelation der Produktivitat der Proteinsynthese und der
Langlebigkeit der Reaktion wurden Reaktionsverfahren entwickelt, die dem Verbrauch der
Energiekomponenten entgegenwirken, sowie akkumulierende inhibitorische Phosphate
kontinuierlich entfernen'"’”. Diese Dialyse-Systeme bestehen aus zwei Kammern: einer
Reaktionskammer, die vergleichbar mit der Batch-Reaktion ist, sowie einer
Versorgungskammer, durch welche die Batch-Reaktion kontinuierlich mit frischen
Komponenten wie Energie, Aminosauren und Salzen beliefert wird (continuous-exchange cell-
free system, CECF)''8, Die beiden Kammern sind durch eine semipermeable Membran mit
einer PorengroRe von 10 kDa getrennt, wodurch die Zufuhr von frischen Komponenten
ermoglicht wird, das Zielprotein jedoch in der Reaktionskammer verbleibt. Mit Hilfe des
Dialyse-Verfahrens konnte die Proteinsynthese von ca. zwei Stunden auf mehrere Tage
verlangert werden'®,

1.3.1. Zellfreie Proteinsynthese in prokaryotischen Zellextrakten

In prokaryotischen zellfreien Systemen wurden durch das CECF-System Proteinausbeuten
von mehreren mg/ml erreicht’. Besonders in prokaryotischen Zellfreisystemen fokussiert sich
die Entwicklung auf preisgunstigere Energie-Regenerationssysteme. Wahrend der
Proteinsynthese werden energiereiche Molekille wie ATP und GTP fir die mRNA Synthese,
die Beladung von Aminoacyl-tRNAs und die Aktivierung von Translationsfaktoren bendtigt.
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Dariiber hinaus arbeiten Proteine wie Helikasen und Chaperone ATP-abhangig'?. Fir eine
effiziente  Energieregeneration wurde zu Beginn das energiereiche Anion der
Phosphoenolbrenztraubensaure (PEP) eingesetzt, dessen Phosphatgruppe durch die
Pyruvatkinase auf Adenosindiphosphat (ADP) Ubertragen wird und in der Bildung von ATP
resultiert'’>. Durch einen rapiden Abbau von PEP zu Pyruvat und anorganischem Phosphat
eignete sich dieses energiereiche Molekil nur bedingt zur Energiebereitstellung, sodass ein
weiteres Regenerationssystem auf Basis von Glukose-6-phosphat entwickelt wurde''®. Nach
pH-Stabilisierung und einer Anpassung der Phosphatkonzentration konnten mit diesem
System vergleichbare Proteinausbeuten erzielt werden, wahrend die relativen Produktkosten
um den Faktor 2,2 verringert wurden''. Um die Qualitat der Proteinsynthese weiterhin zu
verbessern, wurden gereinigte Komponenten aus E. coli fir die Transkription und Translation
eingesetzt'?. In diesem PURE (protein synthesis using recombinant elements) System
wurden ausgewdhlte Komponenten so modifiziert, dass sie gezielt aus der
Translationsreaktion entfernt werden kénnen. Zum Beispiel wurde der Terminationsfaktor 1
(RF1) entfernt, welcher durch die Bindung an das Amber-Stopcodon die Translation
beendet'?2. Durch die Reduktion des RF1 konnte ein effizienter Einbau einer nicht-
kanonischen Aminosaure am Amber-Stopcodon in das Zielprotein erreicht werden'. Dieser
Ansatz wurde erweitert durch die genetische Veranderung des E. coli Stamms C3271.4A, in
welchem die 321 vorkommenden Amber-Stopcodons zu ochre-Stopcodons umgebaut
wurden'?, Mit dieser Methode konnte die nicht-kanonische Aminosaure p-Acetyl-L-
Phenylalanin an bis zu 40 Amber-Stopcodon Positionen in ein Elastin-dhnliches Polypeptid
eingebaut werden'?*. Darliber hinaus wurde die Methode der Amber-Suppression genutzt, um
z. B. ein N-Acetylglucosamin-Zucker an eine eingefuihrte Azid-Gruppe zu koppeln, um
Limitierungen in posttranslationalen Modifikationen in E. coli zu umgehen'?®, Besonders das
Fehlen von natlrlichen Membranen schrankt die Fahigkeit von posttranslationalen
Modifikationen in prokaryotischen zellfreien Systemen ein'?. Dies ist besonders fir die
Herstellung von Membranproteinen kritisch, da die fehlenden natirlichen Membranen durch
membran-ahnliche Strukturen in Form von Mizellen-bildenden Detergenzien, Liposomen,
Nanodiscs oder exogene Mikrosomen ersetzt werden missen'?”'2¢, Mit Hilfe der erwahnten
Zusatze kann die Prazipitation des Zielproteins sowie ein Re-Solubilisierungsprozess, der die
Proteineigenschaften negativ beeinflussen kann, vermieden werden'?®. Fiir Detergenzien wie
4,4’ -Diaminodiphenylmethan (DDM), Triton X-100, sowie Brij- und Tween-Derivate konnte
gezeigt werden, dass kein negativer Einfluss auf die Proteinsynthese vorliegt und eine
Mizellbildung bei einer definierten Konzentration induziert werden kann'°. Durch synthetische
Membranen wie Nanodiscs und Liposomen konnte die Proteinfaltung und Funktionalitat von
Membranproteinen ebenfalls verbessert werden. Die zufallige Einbettung der
Membranproteine in Nanodiscs bzw. die passive Integration in Liposomen ermdglicht eine
Adressierung extrazellularer als auch intrazellularer Domanen, wodurch Interaktionspartner
identifiziert werden kénnen. Fir die Analytik von richtungs-abhangigen Prozessen wie z. B.
der Transport von lonen und kleinen Molekllen durch lonenkanale und Transporter in der
Lipid-Doppelschicht, sind Nanodiscs und Liposomen begrenzt geeignet, da nicht alle
synthetisierten Proteine die passende Orientierung aufweisen''. Wahrend viele zellfreie
Reaktionen im kleinen Mal3stab angesetzt und fir analytische Zwecke genutzt werden, konnte
ein zellfreies E. coli-System erstmalig bis zu einem fur die industrielle Produktion geeigneten
Malistab skaliert werden. Das disulfidverbrickte Protein GM-CSF (Granolozyten-
Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor) wurde in einem Reaktionsvolumen von 100 L mit
einer Konzentration von 700 mg/I produziert'32.
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1.3.2. Zellfreie Proteinsynthese in eukaryotischen Zellextrakten

Trotz der hoheren Kultivierungskosten und der im Vergleich zu prokaryotisch basierten
zellfreien Systemen geringeren Proteinausbeuten werden fur die Synthese von komplexen
humanen Proteinen eukaryotische zellfreie Systeme bevorzugt'®. Wahrend jedes der im
Abschnitt 1.2 erwahnten Systeme Vorteile und Nachteile bietet, hangt die Wahl des Systems
vom Ursprung und der Eigenschaften des jeweiligen Proteins ab’. Hefen wie Saccharomyces
cerevisiae eignen sich aufgrund ihrer kosteneffizienten Kultivierung, der hohen Produktivitat
und der Fahigkeit korrekt gefaltete und posttranslational modifizierte Proteine zu
synthetisieren'*, als Ausgangsmaterial fiir ein ZFPS System. Bereits in den 1970er wurde ein
solches System etabliert'®, welches als Grundlage fiir die detaillierte Analyse der Cap-
abhangigen und Cap-unabhéngigen Translationsinitiation diente'*®. Durch Optimierungs-
prozesse in den Kultivierungsbedingungen'’, der Extraktpraparation'®, in der Generierung
des Templates™® der Energieversorgung, sowie der Entfernung von inhibitorischen
Nebenprodukten'? konnte ein robustes und leistungsfahiges ZFPS System entwickelt werden
mit Ausbeuten im pg/ml Bereich. Parallel wurden ZFPS Systeme auf der Basis von
translational aktiven Pflanzenextrakten entwickelt. Bereits 1973 entdeckten Roberts und
Paterson eine effiziente Translation von Tobacco mosaic Virus mRNA und beschrieben die
Hasen Globin 9S RNA Translation in Weizenkeimen''. Die Anpassung von Magnesium,
Kalium und der Aminosaure-Konzentration sowie der Supplementierung eines Energie-
Regenerationssystems und Spermidin resultierte in einer Steigerung der Produktivitat des
ZFPS Systems'#2143, Durch die Nutzung des Dialyse-Systems konnen derzeit im zellfreien
Weizenkeimsystem Proteinausbeuten im mg/ml-Bereich erreicht werden, wodurch das
System konkurrenzfahig zu zellfreien E. coli-Systemen ist'*. Ein Nachteil findet sich in der
aufwendigen Lysatproduktion, die mehrere Waschschritte bendétigt, um die inhibitorischen
Effekte von Nukleasen und Proteasen im Endosperm der Weizenkeim-Embryonen zu
minimieren'?®. Darlber hinaus, ahnlich zu E. coli-basierten Systemen, sind posttranslationale
Modifikationen, wie Glykosylierungen, nicht moglich™®. Ein zweites pflanzenbasierte zellfreies
System wurde in den letzten Jahren auf Basis von Tabak BY-2 Zellen entwickelt'*'4¢. Dieses
System zeichnet sich durch eine vereinfachte, in wenigen Stunden durchfiuhrbare,
Lysatpraparation aus. Erste Studien zeigen die erfolgreiche Synthese eines glykosylierten,
disulfidverbriickten und aktiven Volllangenantikorpers'®. Weitere Analysen von komplexen
Proteinen sowie Optimierungsprozesse und Hochskalierungen des BY-2 Systems sind
essentiell. Wie in 1.1.5 erwahnt, zeichnet sich das Baculovirus Expressionssystem in vivo
durch eine erfolgreiche Synthese von komplexen und funktionell aktiven Proteinen aus. Aus
diesem Grund wurde ein ZFPS System auf der Basis von kultivierten Spodoptera frugiperda
Zellen entwickelt’®'*. Das Besondere an diesem System liegt in der milden
Aufschlussmethode der Zellen, wodurch das endoplasmatische Retikulum nicht vollstandig
entfernt wird. Die erhaltenen ER-Strukturen im System verbleiben als definierte membranare
Strukturen, sogenannte Mikrosomen, die eine kotranslationale Translokation von
Membranproteinen in eine nahe natirliche Membran erméglichen™®.

Wie auch in vivo konnte im zellfreien Insekten-System die Translokation durch die Fusion des
Melittin-Signalpeptides des Apitoxin aus der Honigbiene gesteigert werden'''%2, Neben der
Translokation zeichnet sich das zellfreie Insekten-System durch posttranslationale
Modifikationen ~ wie  Signalpeptidabspaltung'?, Lipidierung'®4, Glykosylierung™,
Phosphorylierung®® und Disulfidverbriickung®® aus. Die Produktivitat des zellfreien Insekten-
Systems im Batch-Format liegt im pg/mi-Bereich und ist damit im Vergleich zum Weizenkeim-
oder E. coli-basierten ZFPS System niedrig. Aus diesem Grund wurden verschiedene
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Strategien zur Produktivitatssteigerung angewandt. Besonders Optimierungen in der 5'-
untranslatierten Region wie die Einfuhrung eines Baculovirus-basierten Polyhedrin-
Verstarkers oder die Einbringung einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) fuhrten zu
Erfolgen in der Syntheseleistung. Im Batch-System konnten im Folgenden Ausbeuten bis zu
50 pg/ml erreicht werden'. In Kombination mit einem CECF-System konnten die
Proteinausbeuten des hochmolekularen komplexen Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor
auf 285 pg/mi™® und des viralen glykosylierten Hiillprotein gp120 auf 860 ug/mi® gesteigert
werden.

Ein erstes zellfreies Saugetier-System wurde auf der Basis von Hasen Retikulozyten
etabliert'®. Urspriinglich wurde dieses ZFPS System genutzt, um die einzelnen Schritte der
Proteintranslation auf molekularer Ebene zu untersuchen. 1958 wurde die erfolgreiche
Proteinproduktion durch den Einbau von radioaktiv markierten Aminosauren am Beispiel des
Hamoglobins gezeigt'®. Die Lysatherstellung erfolgt durch die Isolation von Retikulozyten aus
anamischen Hasen. Durch den Verdau von endogener mRNA durch den Einsatz einer
Micrococcus Nuklease konnte das Zielprotein ohne die Hintergrundsynthese von endogenen
Proteinen erfolgen'®, wodurch dieses zellfreie System, dem heutzutage entwickelten, sehr
ahnlich ist. Jedoch besitzt dieses System keine endogenen Membranstrukturen, wodurch
ahnlich wie beim E. coli basierten ZFPS System, Lipidstrukturen in Form von Nanodiscs oder
Mikrosomen zusatzlich supplementiert werden muassen. Ein weiterer Nachteil liegt in der
niedrigen Produktivitdt des Systems mit Ausbeuten im geringen pg/mi-Bereich. In einer
neueren Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Einfuhrung von viralen Verstarkern,
ahnliche Strukturen zur IRES-Sequenz, die Proteinausbeute um den Faktor 10 erhéht werden
konnte'. Zusatzlich zum zellfreien Insekten-System wurden Systeme auf kultivierten
Saugetierzellen etabliert, welche ebenfalls mikrosomalen Strukturen aufweisen. Dies gelang
sowohl fur CHO als auch fur ein auf kultivierten humanen Zellen basiertes zellfreies System.
Eine Steigerung der Proteinausbeute im CHO-System konnte weiterhin durch die Einfuhrung
der Intergenic Region der Cricket Paralysis Virus (CrPV) IRES in die Gensequenz erreicht
werden'’. Die IRES fungiert wie auch im zellfreien Insekten-System als Initiationsfaktor-
unabhangiger Start der Translation, wodurch Proteinausbeute-limitierende Schritte wie
Phosphorylierung von Initiationsfaktoren umgangen werden kénnen'¢'62. Epbenfalls konnte
durch die Kombination der IRES mit dem CECF System Ausbeuten von mehreren Hundert
pg/ml erreicht werden, wodurch sich das CHO ZFPS System durch eine hohe Produktivitat
auszeichnet'®3. ZFPS Systeme auf Basis von kultivierten humanen Zellen besitzen den Vorteil
einer natirlichen Codon Nutzung, wodurch besonders die Produktion von hochmolekularen
Proteinen geférdert wird, da Terminationsprodukte aufgrund einer nicht optimalen Codon-
Nutzung vermieden werden konnen'®. So konnten u.a. komplette virusartige Partikel
synthetisiert werdenS,

1.4. Modellproteine
1.4.1. Nanoluziferase

Biolumineszenz kann nicht nur in den uns bekannten Glihwirmchen gefunden werden,
sondern ebenfalls in Bakterien, Pilzen und besonders in marinen Organismen’c¢.
Biolumineszenz entsteht, wenn ein Photon-emittierendes Substrat durch das Enzym
Luziferase oxidiert wird, wodurch Licht emittiert wird'®’. Aufgrund der hohen Sensitivitat dieses
Prozesses werden Luziferasen als Reporterproteine fir die Quantifizierung von
Expressionslevel, zur Proteinkonzentrationbestimmung, zur Ermittlung der Zellvialibilitat, und
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fur Apoptose- und Interaktionsstudien verwendet. Die am besten untersuchten und dadurch
am meist verwendeten Luziferasen stammen aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis (Firefly)
und der Seefeder Renilla reniformis (Renilla). Mit ihrem Molekulargewicht von 61 kDa (Firefly)
und 36 kDa (Renilla) sind diese Enzyme relativ grofl3 und eignen sich daher nur begrenzt fir
die Fusion an Proteine mit geringerem Molekulargewicht fiir deren Detektion '%’. Aus diesem
Grund wurden weitere Luziferasen aus den Ruderfull)krebsen wie die Gaussia princeps
(20 kDa)'®® und die Metridia longa (24 kDa)'®® entwickelt, die sich durch ein wesentlich
geringeres Molekulargewicht auszeichnen. Trotz der Weiterentwicklung der Luziferasen wird
die Probenhandhabung durch den schnellen Intensitatsverlust des emittierten Lichts, der
Instabilitdt und die hohe Autolumineszenz des Substrates Coelentrazin erschwert und die
Assaysensitivitat reduziert'’®. Die Luziferase aus der Tiefseegarnele Oplophorus gracilirostris
zeichnet sich durch ein Lumineszenzsignal mit hoher Quanteneffizienz und geringem
Hintergrund aus, nutzt jedoch ebenfalls Coelentrazin als Substrat und ist mit vier
Untereinheiten und einem Molekulargewicht von 118 kDa verhaltnismaRig groR'”". Durch eine
Aminosauresequenzoptimierung der 19 kDa groRen Untereinheit konnte die
Lumineszenzaktivitat erhalten bleiben und die Stabilitat dieser Untereinheit erhdht werden'’2.
Zusatzlich wurde durch den Einsatz eines neuen Coelenterazin-Analogons (Furimazin) eine
hellere Lumineszenzintensitat sowie stabilere physikalische und chemische Eigenschaften im
Vergleich zu kommerziellen Luziferasen erreicht'’2. Zusatzlich ist fur viele der genannten
Luziferasen bekannt, dass kleinste Anderungen im N- und/oder C-Terminus zu einem
Funktionalitatsverlust des Enzyms flhren kdnnen'”'74, Dadurch sind diese Luziferasen nur
begrenzt fir eine Fusionierung an ein Zielprotein geeignet. Dieses Problem ftritt bei der Nluc
nicht auf. Aufgrund der verbesserten Eigenschaften der Nluc wurde diese Luziferase als
Reporterprotein fur die zellfreie Proteinsynthese verwendet.

1.4.2. Endothelin-Rezeptoren

Die Endothelin-Rezeptoren A und B gehéren zu den Klasse A GPCRs. Sie werden im
vaskularen Endothel, in den Lungen, im Gehirn, in den Nieren und in, an der Blutzirkulation
beteiligten, Organen exprimiert'”>. Im der GroRhirnrinde des menschlichen Gehirns befindet
sich die hochste Dichte an ET-B—Rezeptoren'’8. Im Allgemeinen lassen sich ET-A-Rezeptoren
und ET-B-Rezeptoren in ihrer kontraren Wirkung unterscheiden. Wahrend die Aktivierung des
ET-A-Rezeptors zur Gefallverengung (Vasokonstriktion) fuhrt, wird durch den ET-B-Rezeptor
eine Stickstoffmonooxid vermittelte Vasodilatation induziert'””. Aufgrund des Blutgefal-
erweiternden Effekts des ET-B-Rezeptors ist dieses Protein von pharmazeutischer Relevanz
fur die Entwicklung von potenten Agonisten, die zum einen fir einen verbesserten Transport
von Medikamenten, aber auch zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt werden
konnen'’®. Dariliber hinaus agiert der ET-B-Rezeptor in Neuronen und Astrozyten als ,anti-
aging-Protein“, wodurch Neurone vor Apoptose geschlitzt werden'”®. ET-Rezeptoren werden
durch drei 21 Aminosauren lange Peptide (ET-1, ET-2 und ET-3) mit hochspezifischen
Affinitdten im piko- bis nanomolaren Bereich aktiviert. Wahrend ET-1 und ET-2 vergleichbare
Affinitaten zu beiden Endothelin-Rezeptoren aufweisen, besitzt der ET-3 Agonist eine um zwei
GroRenordnungen hohere Affinitat zum ET-B-Rezeptor'®. Der ET-B-Rezeptor besitzt am
Aminosaurerest Asparagin 59 eine Glykosylierungsstelle. Glykosylierungen sind im
Allgemeinen entscheidend fir die Stabilitdt von GPCRs, der Lokalisierung und der
Ligandbindung™'. In SR Zellen konnte gezeigt werden, dass eine Mutation der
Glykosylierungsstelle keinen Einfluss auf die Eigenschaften des ET-B-Rezeptors hatte'®2. Eine
weitere essentielle posttranslationale Modifikation fur die Erhaltung der Konformation ist die
Disulfidverbriickung zwischen den Resten Cys174 und Cys255'8, Hier gibt es kontroverse
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Ergebnisse. Wahrend Mutationen der Cysteine zu Alanin in E. coli zu einem Verlust der
Ligandbindung fiihrte'®, konnte in einem zellfreien System unter reduzierenden Bedingungen,
die eine Disulfidverbriickung verhindern, Ligandbindung gezeigt werden'. Neben den
strukturerhaltenen posttranslationalen Modifikationen ist eine Lipidierung, wie die
Palmitoylierung ein Kennzeichen vieler Membranproteine. Der ET-B-Rezeptor wird
typischerweise auf der zytoplasmatischen Seite palmitoyliert. Eine Kopplung des ET-B-
Rezeptors an ein Gg-Protein ist ohne Palmitoylierung nicht moglich'. Eine Analyse von
vorhandenen posttranslationalen Modifikationen im zellfreien System wurde im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrt.

1.4.3. Adenosin-Rezeptoren mit Fokus auf den Adenosin-Rezeptor A2a

Die Adenosin-Rezeptoren kénnen in 4 Subtypen unterteilt werden Adora1, Adora2a, Adora2b
sowie Adora3, und weisen eine unterschiedliche mittlere Konzentration (ECso) ihres
endogenen Liganden Adenosin auf'®. Wahrend das endogene Level an Adenosin im Gehirn
von 20-200 nM ausreichend ist, um Adora1, Adora2a und Adora3 zu aktivieren, werden fir die
Aktivierung des Adora2bs Adenosinkonzentrationen im uM-Bereich benétigt'®”. Der Effekt des
jeweiligen Adenosinrezeptors hangt von der Adenosinkonzentration sowie dem
Expressionslevel des Subtyps ab. Adora1l und Adora3 Rezeptoren aktivieren nach ihrer
Kopplung an Gi-Proteine, K*-Kanale und inhibieren Spannungsabhangige Ca?*-Kanale sowie
die cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP) Bildung. Trotz unterschiedlicher
Kopplungsmechanismen des Adora2as an Gs- Proteine und Adora2b an Gs, Gq und G-
Proteine weisen diese beiden Rezeptoren ahnliche Wirkungsmechanismen auf, die z. B. in der
Bildung von cAMP resultieren®. Darliber hinaus sind Adora2a und Adora2b in verschiedenste
biologische Funktionen involviert, wie die Regulation des Schlafrhythmus, der
Bewegungsfahigkeit, der menschlichen Wahrnehmung und der Angiogenese. Adora2a und
Adora2b sind pharmazeutisch relevant, da sie in der Ausbildung von verschiedenen
Krankheitsbildern, wie Entzindungskrankheiten, Blutmangel und neurodegenerativen
Krankheiten beteiligt sind'. Mit Ausnahme des Adora3-Rezeptors ist fir die
Adenosinrezeptoren bekannt, dass sie durch natirlich vorkommende Xanthin-Derivate wie
z. B. Koffein inhibiert werden. Eine epidemische Verteilung indiziert, dass Kaffeetrinker
moglicherweise ein geringeres Risiko haben, an Parkinson zu erleiden'®. Dieser Effekt wird
auf die Inhibierung des Adora2a zuritickgeflihrt, da dieser durch Interaktionen mit dem
Dopamin D2-und dem metabotropischen Glutamatrezeptor motorische Fahigkeiten in den
Basalganglien beeinflussen kann'®. Aufgrund der besonderen pharmakologischen Relevanz
des Adora2a wird sich der nachste Abschnitt besonders mit diesem Subtyp beschéaftigen.

Ahnlich zum ET-B-Rezeptor wird der Adora2a in nahezu allen Geweben des menschlichen
Korpers exprimiert. Die héchste Dichte des Adora2a befindet sich im Gehirn und in Zellen des
Immunsystems'®. Durch die Kristallstrukturaufklarung aus dem Jahr 2008 mit einer Auflésung
von 2.6 A wurde die Basis geschaffen, um selektivere Liganden fiir die Behandlung von
Parkinson, Huntington oder Asthma zu identifizieren™". Bis heute existieren lediglich zwei von
der FDA zugelassene Adora2a Antagonisten, weshalb sich die Forschung weiterhin auf den
Adora2a fokussiert'®2. Aufgrund der Flexibilitat von GPCRs, welche zwischen verschiedenen
Konformationen wechseln kénnen, gestaltet sich die Kristallisation schwierig. Im Falle des
Adora2a wurde der dritte zytoplasmatische Loop durch Lysozym aus dem T4 Bakteriophagen
ausgetauscht, sowie der C-terminale Bereich (Aminosaure 317-412) deletiert, um die Stabilitat
des Rezeptors zu erhohen. Im Vergleich zu bis dahin gelosten Kristallstrukturen wie die des
B2-adrenergen Rezeptors und des Rhodopsin, wurden drei wesentliche Unterschiede im
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Adora2a erkennbar: Die Anordnung der extrazellularen Loops unterscheidet sich stark von den
genannten Klasse A GPCRs. Darlber hinaus erfolgt die Bindung des eingesetzten
Antagonisten ZM241385 senkrecht zur Membran und liegt auf einer Geraden mit der
Transmembrandomane VII, wodurch eine erweiterte Bindungstasche kreiert wird. Zu guter
Letzt liegen die Helices in einer abweichenden Konformation vor, wodurch die Interaktion des
Antagonisten von Helices Ill und V zu den Helices VI und VIl verschoben wird™’'. Trotz der
unterschiedlichen Effekte der Antagonisten, ist die Aktivierung durch einen Agonisten wie
Adenosin oder NECA vergleichbar mit der Aktivierung von anderen GPCRs aus der Klasse
der Rhodopsinrezeptoren. Die groRte strukturelle Anderung zwischen der Agonist-
ungebundenen und der Agonist-gebundenen Konformation erfolgt in den Helices V und VI, die
nach ihrer Konformationsanderung eine rdumliche Entfernung von ca. 5-6 A zum Rezeptorkern
zurGcklegen'3, Durch diese Bewegung entsteht eine Licke zwischen den cyclisch
angeordneten Helices, in die der C-Terminus des G-Proteins binden kann'®3. Aufgrund der
drastischen Konformationsanderung der Helices V und VI wird diese Strukturanderung zur
Visualisierung der Aktivierung des Rezeptors genutzt. So kann die Bewegung der
Transmembrandomane Vi durch einen entfernungsabhéangigen Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) oder Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET)
verfolgt werden'®*. Durch das Einbringen eines Cyan-Fluoreszenzproteins (CFP) in den dritten
extrazellularen Loop zwischen Helices V und VI sowie der Fusionierung eines C-terminalen
YFPs konnte die spezifische Aktivierung durch den Agonisten Adenosin und die Inhibierung
durch den Antagonisten Theophyllin gezeigt werden'4. In der vorliegenden Arbeit wurde
dieses Modell angepasst, indem ein Fluorophor in den dritten extrazellularen Loop integriert
wurde, welcher durch eine an den C-Terminus des Adora2as fusionierte Nluc, angeregt wurde.
Mit Hilfe dieses Sensorproteins wurde eine konzentrationsabhangige Ligandbindung im
zellfreien CHO-System gezeigt.

1.4.4. Erythropoetin

Erythropoetin (EPO) reguliert im menschlichen Korper als endogen vorkommendes Hormon
die Proliferation, Differentiation und Reifung von roten Blutkérperchen. Therapeutisch wird
EPO fiir die Behandlung von Blutarmut'®® als Folge von z. B. chronischem Nierenversagen'®,
chirurgischen Eingriffen und Chemotherapie eingesetzt'®”. Rekombinantes EPO wird seit
1984'% in verschiedensten Zelllinien basierend auf Insekten'®®, Bakterien'®®, Hefen?® und
Pflanzen®" exprimiert und isoliert. Aufgrund des hohen Glykosylierungsanteils von bis zu 40%
des Gesamtmolekulargewichtes (30 kDa) wird EPO heutzutage hauptsachlich in Saugetier-
zellbasierten  Expressionssystemen  produziert, um  humanidentische  komplexe
Glykosylierungen zu erhalten?®2. Die Reproduzierbarkeit von Glykosylierungsmustern ist
aufgrund des komplexen Prozesses der Glykosylierung sowie der Beeinflussung von duf3eren
Faktoren wie Zelltyp, Entwicklungsstadium, Umgebung und metabolischer Zustand beinahe
unmdglich. Aus diesem Grund kdnnen sich die finalen Glykosylierungsmuster in der
Monosaccharidzusammensetzung und im Glykosylierungstyp, sowie der Verknipfung der
einzelnen Zucker unterscheiden??®2%4, Darliber hinaus kann sich zusatzlich die Adressierung
der drei N-Glykosylierungsstellen, sowie der O-Glykosylierungsstelle unterscheiden, wodurch
sowohl endogen als auch rekombinant ein heterogenes Gemisch an EPO produziert wird?%?,
welches starke Variationen in der biologischen Aktivitat und Stabilitat aufzeigen kann?%, Bis
heute werden Produktionsverfahren optimiert und entwickelt, um EPO mit homogenen
Glykosylierungen herstellen zu konnen. Diese reichen vom Zelllinienengineering®®® iiber einen
enzymatischen oder chemischen Umbau?"’ bis hin zu vollsynthetischen EPO-Molekiilen?®®. In
diesem Zusammenhang wird in der vorliegenden Arbeit die O-Glykosylierungsstelle spezifisch
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durch die Verwendung nicht-kanonischer Aminosauren (nkAs) adressiert, um die
Heterogenitat im Glykosylierungsmuster von EPO durch die Kopplung eines definierten
Biopolymers zu reduzieren.

1.5. Erweiterung des genetischen Codes

Proteine werden natlrlicherweise aus den ubiquitdr vorkommenden 20 kanonischen
Aminosauren aufgebaut. Zusatzlich kann die Aminosaure Selenocystein durch die
Selenylierung von L-Serin synthetisiert und in ausgewahlte Proteine wie in das menschliche
Selenoprotein P eingebaut werden?®®. Pyrrolysin, ein Derivat des L-Lysins, kann hingegen nur
in bestimmten methanbildenden Archaeen- und Bakterienarten gefunden werden, da diese
Aminosaure in Enzymen des Methan-Stoffwechsels vorhanden ist?'°. Jede der 20 kanonischen
Aminosauren wird in einem ersten Schritt an ihre zugehoérige tRNA mit Hilfe der jeweiligen
Aminoacyl-tRNA-Synthetase aminoacyliert?’!. In einem zweiten Schritt wird die Aminoacyl-
tRNA durch einen Elongationsfaktor zum Ribosom geleitet, wo die Aminosdure in die
Polypeptidkette eingegliedert wird. Von den 64 vorhandenen Codons, bestehend aus einem
Triplet der Nukleotide Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin (Uracil im mRNA-Transkript),
codieren 61 Kombinationen flr eine spezifische kanonische Aminosaure, wahrend drei
Kombinationen in einem Stopcodon (TAG, TAA, TGA) und einer damit verbundenen
Terminationsfaktor induzierten Beendigung der Translation resultieren?'?2. Durch die
limitierende Anzahl an 20 kanonischen Aminosauren bestehen Grenzen in den biochemischen
und biophysikalischen Eigenschaften der gebildeten Proteine?'. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Prinzip der Proteintranslation als Grundlage fur die Erweiterung des genetischen
Codes mit nkAs mit verschiedensten reaktiven Gruppen verwendet, um Proteine zu
analysieren und diese mit neuen Charakteristiken zu erstellen. Im nachsten Abschnitt werden
die genutzten Methoden vorgestellt, um nkAs ortsspezifisch in ein Protein integrieren zu
kénnen.

1.5.1. Methoden zur ortsspezifischen Integration von nicht-kanonischen Aminoséuren

Die enzymatische Aminoacylierung einer tRNA mit der passenden Aminosdure unterliegt
verschiedenen Selektionsmechanismen. Abhangig von der Bindungstasche der Aminoacyl-
tRNA-Synthese wird die passende Aminosaure selektiert und unter einer ATP-abhangigen
Bildung eines Aminoacyl-Adenylates aktiviert. Die zu der Aminosaure zugehorige tRNA wird
meistens anhand des Anticodons der tRNA selektiert. Strukturmotive im Akzeptorstamm oder
spezifische Haarnadelstrukturen, wie z. B. bei der Alanyl-tRNA-Synthetase, kdnnen ebenfalls
zur Selektion der tRNA beitragen?'*. Darliber hinaus besitzen manche Synthetasen, wie von
DNA-Polymerasen bekannt, einen ,Proof-Reading®“-Mechanismus, durch welchen die Bindung
zwischen einer fehlerhaftbeladenen tRNA und der Aminosaure geldst werden kann?'S. Trotz
der verschiedensten Selektionsmechanismen kdénnen vereinzelt Aminosauren fehlerhaft
beladen werden. Dies geschieht mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 10000:12'6, Diese
Missacylierung diente als Grundlage der ersten Methodik zum Einbau von nicht-kanonischen
Aminosauren. Durch Mutagenese-Experimente konnte die Substratspezifitdt von Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen so verandert werden, dass Aminosaure-Derivate in das Zielprotein
integriert wurden?®'” Trotz dieser vielversprechenden Entdeckung zeigte sich, dass die
katalytische Aktivitat der Aminoacyl-tRNA-Synthetase stark reduziert wurde. Aus diesem
Grund befasst sich die zweite Methodik mit der synthetischen Beladung von tRNAs?'8. Durch
diesen Prozess kénnen tRNAs mit Aminosauren, die Fluoreszenzfarbstoffe oder Biotin tragen,
aminoacyliert werden?'%220, Nachteilig sind zum einen die hohen Produktionskosten, sowie der
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experimentelle Aufwand, den eine chemische Aminoacylierung hervorruft, und die sterische
Behinderung der kovalenten Gruppe wahrend der Proteintranslation, die den Einbau der nicht-
kanonischen Aminosauren beeintrachtigen kann??°. Eine weitere Moglichkeit besteht in der
Integration von Codons, die nur in einem veranderten Leserahmen zum Einbau der nkAs
fuhren. FiUr diesen Zweck wurden z. B. vier- und fiinfbasige Codons in die Gensequenz
integriert??!. Eine Voraussetzung fir die erfolgreiche Umsetzung dieser Strategie ist die
Synthese von modifizierten tRNAs, die einen erweiterten Anticodon-Bereich aufweisen,
welcher komplementar zum gewahlten vier- oder fiinfbasigem Codon ist. Durch die Anpassung
der umliegenden Codons resultiert der natirliche Triplet-Codon-Leserahmen in einem
verfruhten Terminationsprodukt, welches vom Volllangenprotein mit integrierter nkAs
unterschieden werden kann??'. Diese Technik wurde sowohl fiir synthetisch als auch
enzymatisch aminoacylierte tRNAs angewandt. Die am meisten genutzte Variante um nkAs
ortsspezifisch in ein Protein zu integrieren basiert auf der Amber-Stopcodon-Suppressions-
Technologie??® (Abb. 3). Bei dieser Methodik wird ein Amber-Stopcodon (TAG) in einer
ausgewahlten Position in die Gensequenz eingebracht. Durch die Addition einer
Suppressions-tRNA, welche ein zum Amber-Stopcodon komplementéares Anticodon tragt, wird
die Translation am Stopcodon fortgeftihrt. Die Aminoacylierung kann, wie bereits beschrieben,
auf chemischem oder enzymatischem Weg erfolgen. Aufgrund der vorhandenen
Terminationsfaktoren liegt bei der Amber-Stopcodon-Methode eine Konkurrenz zwischen
Suppression-tRNA und Terminationsfaktoren bei der Adressierung des Stopcodons vor. Dies
hat zur Folge, dass zwei Produkte entstehen: das verkurzte Terminationsprodukt sowie das
Volllangenprodukt. Wie im Abschnitt 1.2.1 beschrieben, kann in E. coli dieses Problem
umgangen werden mit der Entfernung des Terminationsfaktors 1'%2. In eukaryotischen
Systemen findet dieser Ansatz keine Anwendung, da der Terminationsfaktor 1 alle Stopcodons
bindet??®. Da in der vorliegenden Arbeit die Amber-Suppressions-Technologie in Kombination
mit orthogonalen tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paaren umgesetzt wurde, wird im
nachsten Abschnitt auf die verwendeten orthogonalen Systeme eingegangen.
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Abbildung 3. Prinzip der Amber-Stopcodon-Suppression. Dargestellt ist die Aminoacylierung der Suppressions-tRNA durch
die orthogonale Synthetase mit der nicht-kanonischen Aminosdure, sowie deren Integration in die Polypeptidkette. Mégliche
Modifikationen der reaktiven Gruppe der nicht-kanonischen Aminosaure sind aufgezeigt.

1.5.2. Orthogonale Systeme auf Basis der Tyrosin-Synthetase aus E. coli
(EcTyrRS/EctRNA) und der Pyrrolysin-Synthetase aus Methanosarcina mazei

(MmPyIRS/tRNA)

Durch die Veranderung von Aminosauren in der Bindungstasche der jeweiligen Synthetasen
kénnen nkAs, zumeist dem urspringlichen Substrat-ahnliche Strukturen, mit einer héheren
Spezifitat als das natirliche Substrat erkannt werden?'”. Die in diesem Abschnitt ausgewahlten
Synthetasen zeichnen sich durch eine hohe Effektivitat in der Aminoacylierung aus. Eins der
ersten entwickelten tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase Paare basiert auf der Tyrosin-
Synthetase aus E. coli'®. Diese Synthetase wurde ausgewahlt, da das Anticodon GUA ihrer
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zugehdrigen tRNA sich in nur einem Nukleotid zum Amber-Stopcodon CUA unterscheidet. Die
EinfUhrung der strukturell kleineren Purinbase Cytosin flhrte jedoch zu einer fehlenden
Interaktion der Synthetase mit der tRNA. Durch den Austausch der Asparaginsaure an Position
265 durch Arginin, welches eine langere Seitenkette besitzt, konnte die Interaktion zum
Cytosin wiederhergestellt werden, sodass die Tyrosin-basierte tRNA mit einem CUA-
Anticodon von der Tyrosin-Synthetase aminoacyliert wird'®. Durch die Einflihrung von drei
weiteren Mutationen (Threonin 37, Serin 182, Alanin 183, p-AzidoPheRS-6 (eAzFRS))'® wurde
die Substratspezifitdt sowie die Aminoacylierungseffizienz weiter erhoht, wodurch
Phenylalanin-Derivate mit Aziden oder Alkinen in der Parastellung erfolgreich in das
Zielprotein eingebaut werden koénnen. Das EcTyrRS/EctRNA-Paar erfullt in Bezug auf
eukaryotische Systeme samtliche Orthogonalitats-Kriterien:

1. Die orthogonale Synthetase aminoacyliert keine endogenen tRNAs.

2. Die orthogonale tRNA wird nicht durch endogene Synthetasen aminoacyliert.

3. Die orthogonale Synthetase erkennt die nkAs mit einer hohen Spezifitat im
Gegensatz zu endogenen Aminosauren.

4. Die nkAs wird nicht als Substrat flir endogene Synthetasen erkannt.

Durch diese Kriterien wird in eukaryotischen Systemen an der Amber-Stop-Position die nkAs
in die Polypeptidkette integriert. Als nkAs wurden in der vorliegenden Arbeit Phenylalanin-
Derivate mit einer Alkin- (p-propargyloxy-L-Phenylalanin, pPa) oder Azid- (p-Azido-L-
Phenylalanin, AzF) Gruppe in der para- Position verwendet.

Durch den Ursprung der Tyrosin-Synthetase aus E. coli ist dieses System nicht orthogonal zu
prokaryotischen Systemen. Aus diesem Grund wurde ein zweites System etabliert, welches
sowohl zu eukaryotischen als auch zu prokaryotischen Systemen orthogonal ist und auf der
Pyrrolysin-Synthetase (PylRS) aus Methanosarcina mazei (MmPyIRS) basiert.

Pyrrolysin wird bereits natlrlicherweise am Amber-Stopcodon in Proteine integriert, sodass
eine natirlich vorkommende tRNA mit passender Synthetase vorliegt??*. Die als Homodimer
vorliegende Synthetase kann in einen N- und C-terminalen Bereich unterteilt werden. Wahrend
der C-terminale Bereich die katalytische Untereinheit enthalt, ist der N-Terminus fir die
Bindung der tRNA verantwortlich??4225, An jedes Synthetasedimer binden zwei tRNA-
Molekile, die Uber spezifische Nukleotide, sowie Uber die charakteristische Tertiar-Struktur
der tRNA erkannt werden. Besonders die Basen-Paarung G1:C72 und die helikale Struktur
des Akzeptor-Stammes fiihren das 3°-Ende der tRNA zum aktiven Zentrum der Synthetase??®.
Eine weitere Besonderheit der MmPyIRS liegt in der Interaktion mit ihrem endogenen Substrat,
dem Pyrrolysin. Die Erkennung des Pyrrolysin durch die MmPyIRS erfolgt hauptsachlich Gber
strukturelle Interaktionen. Durch die GroRe des Pyrrolysins ist die Bindetasche der
zugehodrigen MmPyIRS wesentlich gréRer, wodurch kleinere Aminosauren mit dem aktiven
Zentrum der Synthetase nicht interagieren kénnen2?. Durch die Einflihrung der Mutationen
Alanin 306 und Phenylalanin 384 (PylRS-AF) konnte die geringe Aminoacylierungseffizienz
erhoht werden und die Bindungstasche weiter ausgedehnt werden, sodass auch Aminosauren
mit groRen cyclischen Ringen (5-, 6,- und 8-Ringe) von der Synthetase als Substrat genutzt
werden?, Durch die Mdglichkeit verschiedenste nkAs mit unterschiedlichen reaktiven Gruppen
in das Zielprotein zu integrieren ist das MmPyIRS/tRNA-Paar das derzeit meist genutzte
orthogonale System in vivo. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in der vorliegenden
Arbeit das MmPyIRS/tRNA-Paar im zellfreien CHO-System etabliert, um den Einbau von
Lysinen mit einer Cyclooctin- oder Azid-Gruppe in das Modellprotein Adora2a zu realisieren.
Fir diesen Zweck wurden die nkAs Cyclooctin-L-Lysin (SCO), Trans-Cycloocten-L-Lysin



31

(TCO) und Azido-Lysin verwendet (AzL). Durch die erfolgreiche Integration des SCOs konnte
die Cyclooctin-Gruppe mit Hilfe der Tetrazin-Ligation an einen Cy5-Farbstoff in einem
kupferfreien Reaktionsmechanismus gekoppelt werden.

1.5.3. Anwendungen

Bioorthogonale Kopplungsreaktionen umfassen Reaktionen, welche nicht mit naturlichen
biochemischen Prozessen kreuzreagieren und somit in lebenden Zellen durchgeflihrt werden
kénnen. Verschiedene Kriterien sollten dafir erfillt werden. Erstens, die Kopplungsreaktion
sollte selektiv zwischen den beteiligten reaktiven Gruppen sein und darf keine unspezifischen
Reaktionen mit natlrlich vorkommenden funktionellen Gruppen auslésen. Zweitens, die
entstandene kovalente Bindung sollte chemisch inert sein und die Struktur und Funktionalitat
des gekoppelten Molekils nicht beeinflussen. Drittens, die Reaktionen sollten sich durch eine
hohe Umsetzungsgeschwindigkeit auszeichnen, sodass Prozesse wie Moleklilbewegung oder
strukturelle Veranderungen detektiert werden konnen. Viertens, die Dbeteiligten
Reaktionspartner, sowie Katalysatoren sollten keinen toxischen Einfluss auf die zu
analysierenden Molekiile oder Proteine haben?’. Viel genutzte Klickreaktionen, die diese
Kriterien zum grofien Teil erfillen, sind die Staudinger-Ligation und die Kupfer-katalysierte
Click-Reaktion (CuAAC). Die Staudinger Ligation wurde erstmals 1919 von Hermann
Staudinger und Jules Meyer beschrieben und umfasst die Reaktion zwischen einem Azid und
einem Phosphin??, Da das erhaltene Produkt Iminophosphin mit Wasser zu einem
unerwinschten Edukt reagierte, wurde diese urspringliche Reaktion im Jahr 2000 von
Bertozzi und Raines optimiert??®23°, Durch die Einfiihrung einer Ringstruktur an die Phosphin-
Gruppe konnte die Instabilitat in Wasser umgangen werden. Die Staudinger-Ligation zeichnet
sich durch eine hohe Selektivitat aus, da sowohl Azide als auch Phosphine in der Natur nicht
vorkommen. Zusétzlich ist diese Reaktion nicht toxisch und kann in wassriger Umgebung
durchgefiihrt werden. Nachteilig ist eine mdgliche Oxidation durch z. B. Luft der Phosphin-
Gruppe, wodurch die Klickreaktion inhibiert wird, sowie die langsame Kinetik der Reaktion. Die
CuAAC ist eine Variante der Huisgen 1,3-dipolaren Cycloaddition, welche bereits in den
1960er-Jahren etabliert wurde?*'. Urspriinglich zeichnete sich diese Reaktion durch die
Bildung eines 1,2,3-Triazol-Rings mit geringer Regioselektivitat aus, welcher unkatalysiert in
Gegenwart von hohen Temperaturen gebildet wird. Durch die Entdeckung von Cu(l) als
Katalysator in 200223222 konnte die Regioselektivitat drastisch verbessert werden, sodass nur
das 1,4-Regioisomer gebildet wird. Zusatzlich wurde eine Erhdhung der
Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 107 beobachtet, wodurch die Reaktion bei
Raumtemperatur durchgefuhrt werden kann. Generell ist die CUAAC durch eine hohe Stabilitat
(pH 4-12), Wasserkompatibilitdt und einer hohen Umsetzung charakterisiert, wodurch sie
heutzutage die meist eingesetzte Klickreaktion darstellt?%”.

Der Einbau von lichtinduzierbaren nkAs in Proteinen Gber Amber-Suppression ermdglicht eine
lichtabhangige Steuerung der Struktur und der Funktion des Zielproteins. Die lichtinduzierbare
nkAs kann dabei eine Schutzgruppe tragen, welche nach lllumination freigesetzt wird. Befindet
sich die nkAs z. B. im aktiven Zentrum eines Proteins, so kann durch die sterische Hinderung
der Schutzgruppe das Protein in einen inaktiven Zustand vorliegen und durch Licht aktiviert
werden. Durch den Einbau eines o-Nitrobenzyl-Tyrosins in den nikotinischen
Acetylcholinrezeptors an drei ausgewahlten Positionen (93Y, 127Y, 198Y) konnte der
lonenkanal spezifisch durch lllumination aktiviert werden?4. In vivo wurde die Protein Kinase
A durch den Einbau von o-Nitrobenzyl-Tyrosin in das aktive Zentrum so verandert, dass ATP
nicht mehr gebunden werden konnte und die Kinase inaktiv vorlag. Durch lllumination konnte
die Kinase spezifisch aktiviert werden?®. Dieser Ansatz ist fir Studien von einzelnen Schritten
von Signalkaskaden interessant. Alternativ zu der lichtabhdngigen Freisetzung der
Schutzgruppe kann die nkAs eine Seitengruppe tragen, welche nach lllumination in eine
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reaktive Form Ubergeht und an einen passenden Interaktionspartner koppelt. Besonders flr
Protein-Protein- und Protein-Ligand-Studien wird diese Methodik angewandt. Die nkAs AzF
wurde Uber Amber-Suppression in die Bindungstasche von Chemokinrezeptoren eingefihrt,
um nach Lichtaktivierung den natirlichen Liganden T140 kovalent zu binden?%. Die dritte
Gruppe von lichtinduzierbaren nkAs besitzt eine Azobenzol-Gruppe, deren Struktur durch die
Wellenlangen 365 nm und 460 nm reversibel von einer trans- zu einer cis-Form verandert
werden kann. Durch den Einbau einer solchen nkAs in den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
konnten die Aktivierung, die Porendffnung und die Glycin-Sensitivitat gesteuert werden?3’.

Neben der kontrollierbaren Aktivierung von Proteinen wird die Amber-Suppression besonders
fur die Implementierung von posttranslationalen Modifikationen angewandt. Wahrend die
Acetylierung und Methylierung von Lysinen besonders in Histonen fir die Regulation der
Transkription von Bedeutung ist?®, sind posttranslationale Modifikationen wie Ubiquitinierung,
Phosphorylierung und Glykosylierung allgegenwartig. Aufgrund der Bedeutung der
Phosphorylierung in physiologischen Prozessen wie Zellteilung, Zelldifferenzierung, Erhaltung
des Zellmetabolismus, der Stressantwort und der Proteinsynthese®® wurde ein System auf
Basis der Amber-Suppression entwickelt, welches die Inkorporation von Phosphoserin in das
Zielprotein ermoglicht. Am Beispiel der Malat-Dehydrogenase aus Salmonella konnte gezeigt
werden, dass PTMs moglicherweise abhangig von verschiedenen Umweltbedingungen
kreuzreagieren kénnen: Wahrend die Phosphorylierung an Serin260 des Enzyms zu einer
Inaktivierung flhrte, wurde die Malat-Dehydrogenase durch eine Acetylierung an Lysin140
aktiviert?*®. Die Synthese von homogenen Glykosylierungen stellt wie in Kapitel 1.1.3
angesprochen eine Hirde in der Proteinsynthese dar. Aus diesem Grund wurden Zucker in
ihrer Aminooxy-Form hergestellt und zu der inkorporierten nkAs 4-Acetylphenylalanin
hinzugefugt?*'. Der angefligte Zuckerrest kann durch zusétzliche Glykosyltransferasen und
Monosaccharide modifiziert werden. Alternativ kann das komplette Zuckerbaumchen mit einer
Aminooxy-Gruppe an die Acetyl-Gruppe des Phenylalanins gekoppelt werden, sodass eine
definierte Glykosylierung mittels Amber-Suppression ermoglicht wird?*'. In Abbildung 4 ist eine
Auswahl an gebildeten Edukten nach einer Kopplungsreaktion (Strain-promoted
Cycloaddition, Kupfer-katalysierte Klickreaktion und Staudinger-Ligation) dargestellt. Die
einzelnen Kopplungsreaktionen werden im Detail bei ihrem Einsatz in der vorliegenden Arbeit
naher erlautert.

H K 0
el
Strain-promoted Alkyne- Kupferkatalysierte O‘H]/H\
Azide Cycloaddition Klick-Reaktion C C
9) H H R O )
H” 0% aN-G-Cpy Staudinger Ligation
n

Abbildung 4. Modifikationen von Proteinen. Gezeigt sind verschiedene Modifikationen wie PEGylierung, das Koppeln eines
Farbstoffes, sowie das Anbringen von posttranslationalen Modifikationen wie ein Zuckerrest. Zusatzlich sind
Verbindungsstrukturen zwischen nicht-kanonischen Aminosauren und dem gekoppelten Molekil dargestellt. PEG: Strain-
promoted Cycloaddition, Farbstoff: Kupfer-katalysierte Klickreaktion, Zucker: Staudinger-Ligation
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2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

4C-Leucin
3-Azido-7-hydroxycoumarin

5'Cap m’G(ppp)G

Aceton

Adenosintriphosphat (ATP)
Agar-Agar

Alexa Fluor 555-Alkin

Alexa Fluor 647-Alkin

Aminosauren

Ampicillin

ATTO 532-Azid

Azido-Lysin

Blue Oxazin 651-Alkin

BODIPY -520-Alkin
BODIPY-TMR-Lysin-tRNAGAA
BODIPY-TMR-Lysin-tRNACUA
Caseinhydrolysat

Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK
Caspase Inhibitor AC-DEVD-CMK
Chloroform

Click-IT Alexa Fluor 488 DIBO-Alkin
Click-IT Alexa Fluor 594 DIBO-Alkin
Cytidintriphosphat (CTP)
DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110
DBCO-Sulfo-Cy3

DBCO-Sulfo-Cy5

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dodecyl-R-D-maltosid (DDM)
Dithiothreitol (DTT, SDS-PAGE)

Perkin Elmer

Jena Bioscience
Warschau Universitat, Prof. Darzynkiewicz
VWR International GmbH
Roche Deutschland GmbH
Carl Roth GmbH

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Merck KGaA
Sigma-Aldrich GmbH
ATTO-TEC GmbH

Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH
Active Motif

Active Motif

Biotech Rabbit GmbH
Biotech Rabbit GmbH

Carl Roth GmbH

Promega GmbH

Santa Cruz Biotechnology
Carl Roth GmbH

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roche Deutschland GmbH
Jena Bioscience

Jena Bioscience

Jena Bioscience
Sigma-Aldrich GmbH
Qiagen GmbH

Applichem GmbH



Dithiothreitol (DTT, Zusatz zur ZFPS)
DY-490-Alkin

DY-530-Alkin

DY-649-Alkin

DY-632-Phosphin
DyLight650-Phosphin
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
tetraessigsaure (EGTA)

Ethanol

Fluorescein-Azid (6-FAM-Azid)
Glukose

Glycerol

Guanosintriphosphat (GTP)

Hydroxyethyl-1-piperazinyl-
ethansulfonsaure (HEPES)

Isopropanol

Kaliumacetat (KOAc)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydroxid (KOH)
Kreatinphosphat
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat (CuSOa)
L-Histidin

Luziferase Assay Reagent
Luziferase Substrat

Lysogeny Broth (LB)
Magnesiumacetat (Mg(OAc)2)
Magnesiumchlorid (MgCl.)
Magnesiumsulfat (MgSO4)
Methanol

Natriumacetat (NaOAc)
Natriumascorbat (NaAsc)

Natriumazid (NaNs)
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Thermo Fisher Scientific
Dyomics GmbH
Dyomics GmbH
Dyomics GmbH
Dyomics GmbH

Thermo Fisher Scientific
Biomol GmbH

Biomol GmbH

Carl Roth GmbH
Lumiprobe GmbH

Serva Electrophoresis GmbH

Carl Roth GmbH
Roche Deutschland GmbH
Biomol GmbH

VWR International GmbH
Carl Roth GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

Roche Deutschland GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Merck KGaA
Promega GmbH
Promega GmbH

Carl Roth GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH
Merck KGaA



Natriumchlorid (NaCl)

NP-40

p-Azido-L-Phenylalanin (AzF)
Pepton

PeqGold Universal Agarose
Phosphat-gepufferte Saline (PBS)
PolyG Primer
p-propargyloxy-L-Phenylalanin (pPa)
RNasin Ribonuklease Inhibitor
Salzsaure

Silikon-Rhodamin-Azid (SiR)
Spermidin

Strained cyclooct-2-en-1-methylcarbamat-
Lysin (SCO)

Sulfo-Cy3-Azid

Sulfo-Cy5-Azid
Trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin (TCO)
Tetramethylrhodamin-(TAMRA)-Azid
Tetrazin-Cy5

Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
(THPTA)

Trichloressigsaure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
TRIzol

tRNATyrCUA

tRNAPyYICUA

tSerCUA

Tween-20

Uridintriphosphat (UTP)

Merck KGaA

New England Biolabs
Iris Biotech GmbH
Carl Roth GmbH
Peqlab

Biochrom GmbH

IBA Lifesciences

Iris biotech GmbH
Promega GmbH

Carl Roth GmbH
Spirochrome

Merck KGaA

Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH

Lumiprobe GmbH

Lumiprobe GmbH

Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH
Lumiprobe GmbH

Jena Bioscience

Iris Biotech GmbH

Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich GmbH

Thermo Fisher Scientific

Eigene Herstellung

Biotech Rabbit GmbH/ Eigene Herstellung
Biotech Rabbit GmbH

Sigma-Aldrich GmbH

Roche Deutschland GmbH
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2.1.2. Puffer und Lésungen

Fur die Herstellung von samtlichen Puffern und Ldsungen wurde ultrapures Wasser
verwendet, welches mit Reversosmose und einem lonenaustauscher (Arium 611V Laboratory
water system, Sartorius) behandelt wurde. Im Folgenden wird das gereinigte Wasser mit
ddH>O abgekdrzt.

Svynthetase Herstellung

Synthetase Lager Puffer 50 mM HEPES pH 7,6

10 mM KOAc
1 mM MgCl;
4 mM DTT
eAzFRS
Strep-Tag Aufreinigung
Strep-Tag Waschpuffer (10X) IBA GmbH
Strep-Tag Elutionspuffer (10X) IBA GmbH
Strep-Tag Regenerationspuffer mit HABA IBA GmbH

(10X)

PyIRS-AF
His-Tag Aufreinigung
His-Tag Waschpuffer

His-Tag Elutionspuffer

2.1.3. DNA Analytik
2-log DNA-Leiter (0,1-10 kB)
DNA Quantifizierungsstandard
DNA Stain Clear G

50 mM NaH2PO4
500 mM NaCl

20 mM Imidazol
pH 8,0

50 mM NaH2PO4
500 mM NaCl
250 mM Imidazol
pH 8,0

New England Biolabs GmbH

Carl Roth GmbH

Serva Electrophoresis GmbH
New England Biolabs GmbH
Carl Roth GmbH

Gel Ladepuffer (6X)
Tris Base Borat EDTA (10X TBE)
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2.1.4. Glykosidase Assay

PNGase F Behandlung

Glykoprotein Denaturierungspuffer (10X) New England Biolabs GmbH
G7 Reaktionspuffer (10X) New England Biolabs GmbH
NP-40 (10 %) New England Biolabs GmbH

Endo H Behandlung

Glykoprotein Denaturierungspuffer (10X) New England Biolabs GmbH
G5 Reaktionspuffer (10X) New England Biolabs GmbH

2.1.5. HeiBe TCA Féllung und Szintillationsmessung

TCA/ Caseinhydrolysat: 10 % (v/iv) TCA
2 % (w/v) Caseinhydrolysat

TCA L6ésung zum Absaugen mittels 5 % (viv) TCA

Vakuumanlage

Quicksafe A Szintillations Cocktail Zinsser Analytic GmbH

2.1.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

HotStar HiFidelity PCR Puffer (5X) Qiagen GmbH
dNTPs Qiagen GmbH
10X Taq Puffer Thermo Fisher Scientific

2.1.7 SDS-PAGE

NuPAGE MES SDS Laufpuffer (20X) Thermo Fisher Scientific
NuPAGE LDS Probenpuffer(4X) Thermo Fisher Scientific
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard Thermo Fisher Scientific
SeeBlue Plus Pre-Stained Standard Thermo Fisher Scientific

SimplyBlue Safe Stain Thermo Fisher Scientific



2.1.8. Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)
DNAse |

Kreatinkinase

Endoglykosidase H (Endo H)
Restriktionsenzyme

HotStar HiFidelity-DNA-Polymerase
Nuklease S7

Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)
Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T7-RNA-Polymerase

2.1.9. Medien

E. coli Kultivierung

LB Medium

LB Agar Platten

Super optimales Nahrmedium mit
zugesetzter Glucose (SOC Medium)

Insekten Zellmedium

CHO Zellmedium

New England Biolabs GmbH
New England Biolabs
Roche Deutschland GmbH
New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific
Qiagen GmbH

Roche Deutschland GmbH
New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs GmbH
Agilent

20 g/l

20 g/l LB Medium
15 g/l Agar

20 g/l Pepton

5 g/l Hefe Extrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl:

10 mM MgSO.
20 mM Glukose
pH 7,0

Ex-Cell TiterHigh Medium, Sigma Aldrich

PowerCHO2 CD, Lonza



2.1.10. Zelllinien

E. coliK12 JM109
Spodoptera frugiperda (Sf21)

Ovarien-Zellen des Chinesischen
Zwerghamsters (CHO-K1)

2.1.11. Kits

PureLink™ HiPure Plasmid Midikit Prep

RTS 500 HY E. coli Kit

RTS 100 Wheat Germ CECF Kit
NanoGlo Luciferase Kit
Qiaquick PCR Purification Kit
DyeEx 2.0 SpinKit

StrepTactin Purification Kit

2.1.12. Plasmide

plX3.0-Nluc

pcDNA3.1-ET-B
plX3.0-NCM-ET-B
plX3.0-EPO_amb153
pMA-RQ-Adora2a-CFP
pIX3.0-NCM-Adora2a-Nluc
pMA-RQ-Adora2a_amb215-CFP
pIX3.0-NCM-Adora2a_amb215-Nluc
pQE2-eAzFRS-SII
pIVEX2.4d-PylRS-AF
pIVEX1.3WG-PyIRS-AF
pUC1.8k-NC-PylRS-AF

ptTyr Klon3

pQE2-tPylICUA
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New England Biolabs GmbH
ECACC
ECACC

Thermo Fisher Scientific
Biotech Rabbit GmbH
Biotech Rabbit GmbH
Promega

Qiagen GmbH

Qiagen GmbH

IBA

Fraunhofer 1ZI

Fraunhofer 1ZI

Geneart, Thermo Fisher Scientific
Fraunhofer 1ZI

Geneart, Thermo Fisher Scientific
In dieser Arbeit kloniert

Geneart, Thermo Fisher Scientific
In dieser Arbeit kloniert
Fraunhofer 1ZI

Biotechrabbit GmbH

In dieser Arbeit kloniert

BioCat GmbH

Biotechrabbit GmbH
Biotechrabbit GmbH



2.1.13. DNA Primer
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Die gelisteten Primer wurden von der Firma IBA bezogen. Die Primer wurden durch eine

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) von

IBA gereinigt. Die folgenden

Primersequenzen sind in 5" 3" Richtung dargestellt.

M1 3for
M13rev
XF-Bio

XR-Bio

X-ETB-0eEXFP-R

eYFP-F
x-EXFP-R

tCUATyrEc-R (2°0-Me)
tCUAPYIMm-R (2°0-Me)
tCUATyr-Ec-F
tCUAPyl-Mm-F

x-ETB-F

Mel-R
oeMel-Adora2a-F
Oe-Adora2a-Nluc-R
Nluc-F

x-Nluc-R

PyIRS-AF-WG-Stul-F
PylIRS-AF-WG-Smal-R

2.1.14. Aptamere

Anti-ATP-Aptamer (aAPT)

FAM-

GTA AAA CGA CGG CCAGTG
CAG GAAACA GCT ATG AC

Biotin—-ATG ATA TCT CGA GCG GCC GCT AGC TAATAC
GAC TCACTATAG

Biotin—-ATG ATA TCA CCG GTG AAT TCG GAT CCA AAA
AAC CCCTCAAGAC

CTT GCT CAC CTC TAG ACAAGATGAGCT GTATTT ATT
ACT

ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG

CTT GGT TAG TTAGTT ATT ACT ACT TGT ACA GCT CGT
CCATGC CG

TGG TGG TGG GGG AAG GAT TCG
TGG CGG AAA CCC CGG GAATCT
CGA GCT CGC CCACCG GAATTC
CGA GCT CGC CCACCG GAATTC

CTT TAA GAA GGA GAT AAA CAA TGC AGC CGC CTC CAA
GTC

GTCCGCATAGATGTAAGAAATG
TCTTACATCTATGCGGACCCCATCATGGGCTCCTCC
CTTCGAGTGTGAAGACCTCTAGACAGCCGTTCAGACGCAG

CTT TAA GAA GGA GAT AAA CAATGG TCT TCA CAC TCG
AAG

CTT GGT TAG TTAGTT ATT ACG CCA GAATGC GTT CGC
AC

GTTGCCAGGCCTATGTCTGGTTCTCATCATCAT
TGGCTACCCGGGTTACAGGTTGGTACTAATACC

Hamilton Universitat, Prof. Dr. John
Brennan, Yingfu Li 242

TCACTGACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT
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Kontroll-Aptamer (cAPT) Hamilton Universitat, Prof. Dr. John
Brennan, Yingfu Li 242

FAM-
TCACTGACCTGGGCCAGTATTGCGCTGGAAGGT

Block-Sequenz Hamilton Universitat, Prof. Dr. John

B . Yingfu Li 242
CCCAGGTCAGTG-Dabcyl rennan, vingiu Ll

2.1.15. Verbrauchsgegenstinde

p-Slide, 1BIDI IBIDI GmbH
10 % Bis-Tris Gele NUPAGE Thermo Fisher Scientific
96-Well Nunc Mikrotiterplatte (Flacher Thermo Fisher Scientific

Boden, weil} oder schwarz)

Amicon Konzentrator (10 kDa und 30 kDa Amicon

Cut-Off)

Elektroporationskivette (1 mm) Bio-Rad Laboratories GmbH
Gravity Flow StrepTactin Superflow Saule IBA GmbH

(0,2 ml)

Pipettenspitzen mit Filter Biozym Scientific GmbH
Glasfaserfilter (MN GF-3) Macherey-Nagel GmbH
Immersionsdl 518F Carl Zeiss AG

Ni-NTA Magnetische Beads Qiagen GmbH

Parafilm M Pechiney Plastic Packaging
Petrischalen (12 x 12 cm) Greiner Bio-One International
Rotilabo Blottingpapier (1,0 mm) Carl Roth GmbH
Szintillationsgefalle Zinsser Analytic GmbH
Dialyse-Kammern (50 pl und 1 ml Biotechrabbit GmbH

Reaktionsvolumen)

Zeba Micro Spin Desalting Saule (7 kDa Thermo Fisher Scientific
Molekularer Gewichts-Cut-Off)

2.1.16. Gerite

Agarose Gel Bildgerat (Gel iX Imager) Intas Science Imaging Instruments GmbH
Agarose Gel System (PerfectBlue Peqlab Biotechnologies GmbH
Gelsystem)

Arium 611V Reinstwassersystem Sartorius AG

Waagen (BP41005 und BP211D) Sartorius AG



Bioreaktor Biostat B-DCU I
Zentrifugen (5415 D und 5424 R)
Zentrifuge Avanti J-25

DNA Engine PTC-200 PCR Gerat

XCell SureLock Mini-Cell
Elektrophoresesystem

Vakuumtrockner (Unigeldryer 3545 D)

Gene Pulser Xcell Elektroporationssystem

Phosphor-Screen Léschstation
Inkubator BD23
Inkubationsschiittler Innova44

Inkubationsschiittler Multifors

LSM 510 (Konfokales Laser-Scanning-

Mikroskop)

Mithras? LB 943 Monochromator
Plattenlesegerat

NanoDrop ND2000c Spektrometer
Orbitalschuttler Unimax 1010

pH Messgerat Orion Star A211

pH Elektrode Orion 822BNWP
Szintillationszahler

Phosphor Bildschirm

Typhoon Trio + Variable Mode
Bilderfassungsgerat

Amersham RGB
Vakuum Filtrationssystem (FH225V)
Vibrax VXR

Vortex Genie 2

2.1.17. Softwares

Clone Manager 7
ImageQuantTL

Intas Science Imaging

Sartorius AG

Eppendorf AG

Beckman Coulter GmbH
Bio-Rad Laboratories

Thermo Fisher Scientific

UniEquip Laborgeratebau und Vertriebs

GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH
GE Healthcare

BINDER GmbH

New Brunswick Scientific
Infors GmbH

Carl Zeiss AG

Berthold Technologies GmbH

Thermo Fisher Scientific
Heidolph Instruments GmbH
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter gmbH

GE Healthcare

GE Healthcare

GE Healthcare
Hoefer, Inc.
IKA

Scientific Industries

Scientific & Educational Software

GE-Healthcare

Intas Science Imaging Instruments GmbH



43

LSM Image Browser und Zen 2009 Carl Zeiss AG
Mikrowin 2000 und Mikrowin 2010 Berthold Technologies GmbH
NanoDrop 2000c Software Thermo Fisher Scientific

2.2. Methoden

2.2.1. Generierung von linearen DNA-Templaten mittels Expressions-Polymerase-
Kettenreaktion (E-PCR)

Regulatorische Elemente, die essentiell fur die Initiation und Termination der in vitro
Transkription und Translation sind, wurden an die codierende Sequenz des ausgewahlten
Gens in Form von 5" und 3" untranslatierten Regionen (UTR) mit Hilfe der E-PCR fusioniert
243 Die regulatorischen Elemente setzen sich aus einem T7-Promotor, Haarnadelstrukturen
(stem loop Sequenzen), einer ribosomalen Bindestelle, und einem T7-Terminator zusammen.
Optional kann die Sequenz fir einen Affinitdtstag flr eine spatere Aufreinigung des
Zielproteins mit eingefihrt werden.

Das DNA-Templat des ET-B-eYFP-Rezeptors wurde mittels einer zweistufigen PCR generiert.
In der ersten Stufe wurden genspezifische Primer verwendet, die am 5°- bzw. 3’-Ende des zu
amplifizierenden Gens ansetzten. Zusatzlich besalien die Primer der ersten Stufe spezifische
5°Enden, die eine Hybridisierung mit den Primern der zweiten Stufe bzw. dem zu
fusionierenden DNA-Fragment (eYFP) erméglichten. Fur die Generierung von linearen DNA-
Templaten wurde entweder die HotStar HiFidelity-DNA-Polymerase (HiFi) oder die Tag-DNA-
Polymerase verwendet. Die HiFi wurde aufgrund der vorhandenen 3°-5"-Exonuclease-Aktivitat
(proof reading) fur PCRs bevorzugt.

Das DNA-Templat des Adenosin-Rezeptors A2a wurde von der Firma GeneArt (GeneArt Gene
Synthesis, Thermo Fisher) auf Grundlage der veroéffentlichten Sequenz der Uniprot Datenbank
(P29274) synthetisiert. Dieses Plasmid diente als Grundlage fir die Einflhrung einer dem Gen
vorgeschalteten Melittin-Signalsequenz sowie einer nachgeschalteten Nanoluziferase
Gensequenz. Die Fusionierung wurde in einer dreistufigen PCR durchgefuhrt. In der ersten
Stufe wurden genspezifische Primer verwendet mit einem Uberhang zur Melittin-
Signalsequenz und der Nluc Sequenz (oe-Adora2a-Nluc-R). Fir die zweite Stufe wurde ein im
Vorfeld hergestelltes PCR-Produkt bestehend aus regulatorischen Sequenzen (N), der IRES-
Sequenz (C), sowie der Melittin-Signalsequenz (M) bendtigt. Dieses Konstrukt wurde aus dem
pIX3.0-NCM-Nluc-Plasmid mit den Vorwartsprimer XF und dem reversen Primer Mel-R
amplifiziert. Das NCM-PCR-Produkt wurde in aquimolarer Menge zum Adora2a-PCR-Produkt
in der zweiten Stufe eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit den Primern XF und dem bereits
in der ersten Stufe verwendeten Primer mit dem Uberhang zu der Nluc Sequenz (oe-Adora2a-
Nluc-R). Bei Verwendung der reversen Primer wurde ein neun Nukleotid groRer Spacer
zwischen der Adora2a- und Reporterproteinsequenz eingefihrt. Fir die dritte Stufe wurden im
Vorfeld das Gen der Nluc mit genspezifischen Primern (plX3.0-Nluc mit Nluc-F und Nluc-R)
amplifiziert. Die erhaltenen Produkte wurden analog zur zweiten PCR-Stufe in aquimolaren
Verhaltnissen zum NCM-Adora2a-PCR-Produkt eingesetzt.

Da der plVEX2.4d-Vektor nicht fur eine zellfreie Synthese der PylRS-AF in einem zellfreien
Weizenkeimsystem geeignet ist, wurden Uber eine PCR spezifische Schnittstellen (Stul und
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Smal) an das Gen der PylIRS-AF flir eine Umklonierung angefligt. Die Amplifizierung erfolgte
mit den Primern PylRS-AF-WG-Stul-F und PylIRS-AF-WG-Smal-R.

Eine Standard-PCR wurde entsprechend den Herstellerangaben angesetzt (Tabelle 1).

Tabelle 1. Zusammensetzung einer Standard-PCR durchgefiihrt mit der Tag-DNA-Polymerase oder der HiFi-DNA-
Polymerase

Tag-DNA-Polymerase-PCR HiFi-DNA-Polymerase-PCR
Komponente Endkonzentration Komponente Endkonzentration
ddH20 variabel ddH20 variabel

Taq Puffer 1x HiFi Puffer 1x

dNTPs 0,2 mM Primer-F 0,3 uM

Primer-F 0,3 uM Primer-R 0,3 uM

Primer-R 0,3 uM DNA Templat 0,4 ng/ul

MgCl. 2,5 mM Polymerase 0,05 U/l

DNA Templat 0,4 ng/ul

Polymerase 0,025 U/ul

Das PCR Protokoll wurde entsprechend der Lange des verwendeten Gens angepasst (Tabelle

2).

Tabelle 2. Standard-PCR Programm. Die Annealingtemperatur wurde entsprechend der Primerhybridisierung ermittelt.
Die Elongationszeiten wurden entsprechend der Genlidnge berechnet.

Cycle Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 94 °C 15s

Annealing variabel 1 min 30-45x
Elongation 72 °C (<2kb) | 1 min/1 kb

Finale Elongation 72 °C 10 min 1
Ende 4°C

Die Annealingtemperaturen der eingesetzten Primer wurden anhand folgender Formeln
berechnet:

Annealingtemperatur = Schmelztemperatur — 5 °C

Schmelztemperatur = 2 °C * (Anzahl an Adenin + Thymin) + 4 °C *
(Anzahl an Guanin + Cytosin)

Die Elongationszeit wurde abhangig von der Lange des Gens bestimmt (1 min/1 kb). Die
erhaltenen PCR Produkte wurden mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese analysiert und mit
den theoretisch berechneten DNA-Fragment-Gréen verglichen.
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2.2.2. Generierung von Expressionsplasmiden

In vorangegangen Studien wurde gezeigt, dass eine hohere Ausbeute des Zielproteins durch
den Einsatz von Expressionsplasmiden erreicht werden konnte?*. Aus diesem Grund wurden
in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zirkulare DNA Template in Form von Expressionsvektoren
hergestellt.

Fir die Generierung von Expressionsvektoren wurde das Grundgerist des Vektors plX3.0
(Qiagen) verwendet. In diesen wurden die generierten linearen DNA Template nach einem
Restriktionsverdau ligiert.

2.2.3. Restriktionsverdau

Die PCR-Produkte der Adora2a-Konstrukte sowie der plX3.0-Vektor wurden mit identischen
Restriktionsenzymen (Nhel und BamHI) verdaut. Das generierte PCR-Produkt fir die
Umklonierung der PylIRS-AF sowie der plVEX1.3WG Vektor wurden mit Stul und Smal
verdaut. Durch die Auswahl der Restriktionsenzyme wurden sticky ends erzeugt, sodass das
PCR-Produkt in nur einer Orientierung ligiert werden konnte. Ein typischer Restriktionsansatz
setzte sich wie angegeben zusammen (Tabelle 3).

Tabelle 3. Reaktion eines Standard-Restriktionsverdaus. Die Restriktionsenzyme wurden anhand der Gensequenz des
Adora2a ausgewahlt, sodass sie nicht im Gen selbst schneiden.

Komponente Endkonzentration
ddH20 variabel
Cutsmart Puffer 1x

BamHI 0,25 U/ul

Nhel 0,25 U/pl
PCR-Produkt oder Vektor 50 ng/ul

Der Verdau wurde fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Restriktionsenzyme wurden im
Anschluss bei 65 °C fur 20 min inaktiviert. Die verdauten PCR-Produkte bzw. der verdaute
Vektor wurden im Anschluss mit einer GroéRenausschlusschromatographie gereinigt
(QlAquick-PCR-Purification Kit, Qiagen) und mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.4. Ligation

Der geschnittene plX3.0-Vektor und der pIVEX1.3WG-Vektor wurde im Folgenden mit der
Alkalinen Phosphatase (CIP, 2,5 U/ ug Vektor) fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Durch die
CIP werden die 5- und 3’- Enden des linearisierten Vektors dephosphoryliert, sodass eine
Religation unterbunden wird. Das geschnittene PCR-Produkt wurde in einem molaren
Verhaltnis zum geschnittenen Vektor von 5:1 eingesetzt und mit folgender Formel bestimmt.

Volumen PCR Produkt (P—l) _ 5+« Menge des Vektors (ng)+Lange des PCR Produktes (bp)

Linge des Vektors (bp)*Konzentration des PCR Produktes (t—‘?)

Ein typischer Ligationsansatz wurde wie in Tabelle 4 pipettiert.
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Tabelle 4. Reaktion eines Standard-Ligationsansatzes. Es wurden standardmaRig 25 ng verdauter Vektor in einem
Reaktionsvolumen von 10 pl eingesetzt.

Komponente Endkonzentration

ddH20 variabel

T4-DNA-Ligase Puffer 1x

Vektor 2,5 ng/ul

PCR Produkt Bestimmt nach Formel (3)
T4-DNA-Ligase 1 U/l

Die Ligation wurde tber Nacht bei 16 °C ohne schitteln inkubiert. Die T4-DNA-Ligase wurde
im Anschluss bei 65 °C fur 20 min inaktiviert.

2.2.5. Transformation der Plasmid DNA

Es wurden 0,5 ul der ligierten DNA Konstrukte mit 20 ul aufgetauten elektrokompetenten Zellen
(E. coli IM109 Zellen) gemischt und fur 5 min auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde in eine
gekuhlte Elektroporationskivette tberflihrt und entsprechend eines Standardprotokolls des
Gene Pulser Xcell Electroporation Systems behandelt (Biorad, 1800 V, 5-6 ms Pulszeit). Nach
Anlegen des Pulses wurden die transformierten Zellen in 37 °C erwarmtem SOC-Medium
aufgenommen und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 150 ul dieser Lésung wurden auf LB
Agarplatten ausgestrichen (f.c. 100 pg/ml Ampicillin) und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
weitere Lagerung der Platten erfolgte bei 4 °C.

2.2.6. Kolonie-PCR

Einzelne Bakterienkolonien wurden von der LB Agar Platte gepickt und in 30 pyl ddH>O
resuspendiert. 4 ul der Klonsuspension wurde flir eine anschlieliende PCR mit der Tag-DNA-
Polymerase verwendet (Tabelle 1). Das PCR-Programm (Tabelle 2) wurde um einen
anfanglichen Denaturierungsschritt bei 95 °C fir 10 min erweitert. Die restliche
Klonsuspension wurde in 200 pl LB-Medium aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Die
amplifizierte DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Bakterienkolonien die
eine erfolgreiche Amplifikation des gewlnschten DNA-Fragmentes zeigten, wurden in einer
Ubernachtkultur angezogen. Es wurden Glycerinstocks (600 pl Ubernachtkultur gemischt mit
200 pl 80 % (v/v) Glycerin) angelegt und diese bei -80 °C gelagert.

2.2.7. Plasmidpréparation

Plasmidpraparationen wurden mit dem PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit (Thermo
Fisher Scientific) durchgeflhrt. Es wurden folgende Abweichungen vom Benutzerhandbuch
durchgefuhrt: Die Pelletierung der E. coli Zellen erfolgte bei 5000 x g fur 10 min und 18 °C.
Der Resuspensionspuffer (R3) wurde ohne Zusatz von RNase A verwendet. Um eine
effektivere RNA-Fallung zu erreichen wurde ein um 10% erhdhtes Volumen (4,4 ml bei einer
Midi-Praparation) des Prazipitationspuffers (N3) eingesetzt. Nach der Zugabe von 3,5 ml
Isopropanol wurde bei 15000 x g fur 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Die luftgetrockneten Pellets
wurden in 50-100 pl ddH20 aufgenommen und fur 5 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss
wurde fiir 5 min bei 15000 x g zentrifugiert und der Uberstand isoliert. Die isolierte DNA wurde
quantitativ iber NanoDrop-Messung und qualitativ Gber ein Agarosegel analysiert.
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2.2.8. Analyse von Nukleinséuren

Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GrolRe erfolgte mittels einem 1 % (wi/v)
Agarosegel. Daflir wurde Agarose in 1 x TBE-Puffer unter Erwarmen gel6st. Nach einer kurzen
Abkuhlung wurde der Farbstoff DNA Stain Clear G (Serva, 3 ul pro 100 ml Agaroseldsung)
hinzugefiigt und die Lésung in eine Elektrophoresekammer gegeben. Nach der Polymerisation
der Agarose wurde die Kammer mit 1 x TBE-Puffer beflllt und die Proben aufgetragen. Die
Probe setzte sich standardmafig aus 1 yl DNA-Templat, 2 ul DNA-Ladepuffer und 9 yl ddH20
zusammen. Zur Grolenidentifizierung wurde eine DNA-Leiter mit definierten BandengréfRen
vorbereitet (0,4 yl 2-log DNA Leiter, 2 ul DNA-Ladepuffer und 9,6 pyl ddH20). Des Weiteren
wurde ein 1000 bp Standard mit einer Konzentration von 100 ng/ul mitgefthrt (1 pl Standard,
2 ul DNA-Ladepuffer und 9 ul ddH-0). Die Gelelektrophorese wurde bei 90-120 V fir 1-1,5 h
durchgefuhrt. Die DNA-Banden wurden mittels UV-Transilluminator (305 nm) visualisiert.

Fir die Analyse von mRNAs wurde, wie eben beschrieben, ein 1% (w/v) Agarosegel
verwendet. Die Probenzusammensetzung erfolgte aus 250 ng mRNA, 6 pl MOPS-
Probenpuffer und ddH20 ad 10 pl. Die RNA-Leiter setzte sich aus 2 pl ssRNA Leiter (NEB)
und 6 yl MOPS-Probenpuffer zusammen. Die Gelelektrophorese wurde bei 70-90 V flir 1-1,5 h
durchgefihrt. Die Visualisierung erfolgte ebenfalls mittels Transilluminator bei 305 nm.

Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von DNA und RNA erfolgte durch die Messung der Absorption bei 260 nm.
Die Konzentration wurde durch Nutzung der folgenden Formeln bestimmt:

Absorption (260nm) = 1 = 40 % (RNA)

Absorption (260 nm) =1 = 50 % (DNA)

Die Reinheit der DNA bzw. RNA Probe wurde aus dem Quotienten der Absorption bei 260 nm
zu 280 nm bestimmt.

Sequenzierung

Plasmide, die nach einem Restriktionsverdau das erwartete Bandenmuster aufzeigten, wurden
sequenziert. Fur diesen Zweck wurde eine Plasmidlésung mit einer Konzentration von 100
ng/ul bzw. eine PCR-Produkt-Lésung von 40 ng/ul hergestellt und dem Sequenzierservice
LGC Genomics (Berlin) Ubergeben. Der Standardvektor pIX3.0 wurde mit einem M13-21F-
Primer sowie einem M13-24R-Primer, die jeweils an die M13-Regionen des Plasmides binden,
sequenziert. Die Konstrukte mit einem plVEX1.3WG-Ruckrat wurden mit den Primern (M13-F
und plIVEX1.3WG-R) vorgemischt und eingeschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit
dem Programm CloneManager 8 analysiert.

2.2.9. Zellfreie Proteinsynthese

Die zellfreie Proteinsynthese wurde auf Basis von Lysaten aus kultivierten Spodoptera
frugiperda 21 (Sf21) Zellen und kultivierten Zellen aus Ovarien des Chinesischen
Zwerghamsters (CHO) durchgeflihrt. Die Herstellung der Lysate wurde durch Lena Thoring,
Dana Wenzel und Doreen A. Wiustenhagen dbernommen. Sf21-Zellen wurden in
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Schuttelkolben bei 27 °C in einem chemisch definierten und serumfreien Zellmedium kultiviert,
bis eine Zelldichte von ca. 4 x 10° Zellen/ml erreicht wurde. Die Zellen wurden durch eine
Zentrifugation bei 200 x g fir 10 min geerntet und in einem Aufschlusspuffer resuspendiert
(40 mM, HEPES-KOH pH 7,6, 100 mM KOAc und 4 mM DTT). Die resuspendierte Zellldsung
wurde durch eine Kanulle mit einem Aullendurchmesser von 20 Gauge gedriickt, sodass die
Plasmamembran mechanisch aufgebrochen wurde. Nach dem Aufschluss wurde die
Zelllésung bei 6500 x g fur 10 min zentrifugiert, um den Zellkern und die Zelltrimmer zu
entfernen. Der Uberstand wurde abgenommen und auf eine mit Aufschlusspuffer aquilibrierte
Sephadex G-25 Saule gegeben. Es wurden die Elutionsfraktionen mit dem hdchsten
Quotienten aus RNA zu Protein gesammelt und vereint. Endogene mRNA wurde mit der S7
Micrococcal Nuklease (10 U/ml) in Anwesenheit von 1 mM CaCl, bei Raumtemperatur fir
20 min verdaut. Die Inaktivierung der kalziumabhangigen Nuklease erfolgte durch die
Komplexierung der Ca?*-lonen mit 6,7 mM EGTA. Fir die spatere Regeneration von ATP
wurde das Lysat mit dem Energie-generierenden Enzym Kreatinkinase supplementiert (finale
Konzentration von 100 pg/ml), welches ATP aus Kreatinphosphat und ADP generiert. Das
hergestellte Lysate wurde aliquotiert und nach der Schockfrierung mit flussigem Stickstoff bei
-80 °C gelagert.

Die Herstellung von Lysaten auf Basis von CHO-Zellen erfolgte analog zur eben beschrieben
Lysatherstellung. Die Kultivierung erfolgte in einem Biostat B-DCU |l Bioreaktor (Sartorius
Stedium Biotech GmbH) bei 37 °C mit einem chemisch definierten und serumfreien
Zellmedium bis zu einer Zelldichte von 3,5-5 x 108 Zellen/ml. Der Aufschluss wurde wie oben
beschrieben durchgefihrt. Im Aufschlusspuffer wurde 100 mM NaOAc anstatt KOAc
verwendet. Die Entfernung des Zellkerns sowie der Zelltrtmmer erfolgte bei einer
Zentrifugation von 6500 x g fur 15 min. Zusatzlich wurde der Verdau mit der S7 Micrococcal
Nuklease auf eine Zeit von 2 min reduziert. Die gewonnenen Lysate wurden in Aliquoten nach
dem Schockfrosten mit flussigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.

2.2.10. Zellfreie Proteinsynthese im Batch-Format

Die zellfreie Proteinsynthese im Batch-Format kann in zwei verschiedenen Modi durchgefuhrt
werden. Im gekoppelten Modus finden Transkription und Translation parallel in einem
Reaktionsgefal statt. Im linked Modus werden Transkription und Translation nacheinander in
separierten Reaktionsgefallen durchgefihrt.

Zellfreie Proteinsynthese im linked Modus im Sf21-Lysat

Fir die Transkriptionsreaktion wurden DNA-Template mit einem T7-Promotor eingesetzt. Die
verwendeten Komponenten sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5. Standard-Transkriptionsreaktion. Die eingesetzten Komponenten wurden in vorbereiteten Mixen eingesetzt.

Komponente Endkonzentration
ddH20 variabel
Transkriptionspuffer 1x

NTP-Mix 1x

Enzym-Mix 1x

DNA-Templat 60 ng/ul
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Die Transkriptionsreaktion wurde Uber Nacht bei 37 °C und 500 rpm durchgefiihrt. Die
erhaltene mRNA wurde bei 12000 x g fiir eine Minute zentrifugiert und der Uberstand mittels
Geffiltration von Salzen und niedrigmolekularen Stoffen gereinigt (DyeEx Spin Columns,
Qiagen). Die Konzentration der gereinigten mRNA wurde durch die Messung der Absorption
bei 260 nm bestimmt. Darilber hinaus wurde die Integritdit der mRNA durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.

Die anschlielende Translationsreaktion setzte sich aus den in Tabelle 6 dargestellten
Komponenten zusammen.

Tabelle 6. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21-Lysat im linked Modus

Komponente Endkonzentration
ddH20 variabel
Sf21-Lysat 40% (v/v)
HEPES-KOH (pH 7,6) 30 mM
Aminosauren 200 uM
Mg(OAc)2 2,5mM

KOAc 75 mM
Spermidin 0,25 mM
Kreatinphosphat 20 mM
Kreatinkinase 100 pg/mi

ATP 0-5 mM (Standard: 1,75 mM)
GTP 0,3 mM

mRNA 300-400 ng/pl

Die Reaktion wurde bei 27 °C flir 2 h unter leichtem Schutteln (500 rpm) durchgefihrt.

Requlation der zellfreien Proteinsynthese im linked Sf21-Lysat durch ein ATP-bindendes
Aptamer

Durch die Zugabe eines ATP-bindendes Aptamer (aAPT) zur zellfreien Synthese wurde der
Einfluss von freien ATP auf die Proteinausbeute analysiert. Zu Beginn wurde das Aptamer auf
seine Fahigkeit ATP zu binden Uberpruft. Fir diesen Zweck wurden 1 uM des aAPT im
Vergleich zu einem 1 yM konzentriertem Kontroll-Aptamer (cAPT), welches kein ATP bindet,
mit einer komplementaren DNA-Sequenz (1,5 uM) inkubiert, welche das Carboxyfluorescein
(FAM) am 5°-Ende des jeweiligen Aptamers quencht. Im Anschluss wurden 3 mM ATP zum
Ansatz gegeben. Die jeweilige Intensitatsanderung in der Fluoreszenz des FAMs wurde bei
einer Anregung bei 485 nm und einer Emission von 520 nm gemessen.

Die Zugabe des jeweiligen Aptamers zur zellfreien Proteinsynthese des Modelproteins Nluc
erfolgte in den Konzentrationen 0, 1, 10, 20, 50 und 100 pM. Der Effekt des jeweiligen
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Aptamers auf die Synthese wurde Uber Autoradiographie und der Messung der Lumineszenz
der Nluc ermittelt.

Zellfreie Proteinsynthese im gekoppelten Modus im Sf21- und CHO-Lysat

Die zellfreie Proteinsynthese im gekoppelten Modus setzte sich aus den in Tabelle 7
dargestellten Komponenten zusammen:

Tabelle 7. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21- und CHO-Lysat im gekoppelten Modus

Komponente Endkonzentration Endkonzentration

(Cap-abhangig) (IRES-abhangig)
ddH20 variabel variabel
Lysat 40% (v/v) 40% (v/Iv)
HEPES-KOH (pH 7,6) | 30 mM 30 mM
Aminosauren 100 uM 100 uM
Mg(OAc)2 2,5mM 3,9mM
KOAc 75 mM 150 mM
Spermidin 0,25 mM 0,25 mM
Kreatinphosphat 20 mM 20 mM
Kreatinkinase 100 pg/ml 100 pg/ml
ATP 1,75 mM 1,75 mM
GTP, CTP, UTP 0,3 mM 0,3 mM
m’G(ppp)G-Cap 0,33 mM 0,1 mM
T7 RNA Polymerase 1 U/l 1 U/ul
DTT 2,5mM 2,5 mM
PolyG (IRES) 10 uM 10 uM
DNA 60 ng/ul 60 ng/pl
Temperatur 27 °C (Sf21) 27 °C (Sf21)

30 °C (CHO)

Fur die folgende Analytik wurde sowohl im /inked als auch im gekoppelten Modus “C-Leucin
(30-60 puM) in der Synthese eingesetzt. Durch den statistischen Einbau des '*C-Leucins in das
de novo synthetisierte Protein kann im Folgenden eine quantitative und qualitative Analyse
erfolgen.
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Zellfreie Synthese von markierten Proteinen durch die Nutzung von vorbeladenen tRNAs
(BODIPY-TMR-Lysin)

Fur die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen kdnnen vorbeladene tRNAs verwendet werden,
die im Vorfeld an eine Aminosaure mit einem gekoppelten Farbstoff aminoacyliert wurden.
Abhangig vom Anticodon der ausgewahlten tRNA koénnen spezifische Codons adressiert
werden. In dieser Arbeit wurde zum einen eine vorbeladene tRNA verwendet, deren Anticodon
(GAA) sich gegen das Phenylalanin-Codon UUC richtet und somit zu einem statistischen
Einbau der fluoreszierenden Aminosaure in das Zielprotein fuhrt. Zum anderen wurde eine
vorbeladene tRNA verwendet, deren Anticodon (CUA) komplementar zum Amber-Stopcodon
UAG ist, wodurch sich das Fluoreszenzlabel an einer ausgewahlten Stelle im Protein befindet.
Nach der Erkennung des entsprechenden Codons wird ein Lysin an die Polypeptidkette
angefligt, welches an einen BODIPY-Tetramethylrhodamin-Farbstoff gekoppelt ist. Die
jeweilige tRNA wurde in einer Endkonzentration von 2 uM der zellfreien Synthese zugefiihrt.

2.2.11. Herstellung von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen

E. coli Tyrosin-tRNA-Synthetase (eAzFRS)

Die Synthese der eAzFRS vom Plasmid pQE2-eAzFRS-SII erfolgte im ,RTS500 E. coli HY Kit*
nach Angaben des Benutzerhandbuches. Es wurde Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG, 100 mM) zur Induktion der Synthese zugefuhrt. Die Endkonzentration des eingesetzten
Plasmides betrug 100 ng/pl. Die Reaktion wurde Uber 24 h bei 30 °C in einem
Zweikammersystem mit einem Reaktionsvolumen von 1 ml und einem Versorgungsvolumen
von 11 ml durchgefiihrt. Nach Reaktionsabschluss wurde das Gemisch bei 16000 xgund 4 °C
fur 10 min zentrifugiert, um den I6slichen Anteil zu erhalten. Der |6sliche Anteil der Synthetase
wurde Uber den C-terminalen Strep-Tag Il unter Verwendung von StrepTactin Gravity Flow
Colums (0,2 ml, IBA) nach den Angaben im Benutzerhandbuch isoliert. Es wurde von jeder
Fraktion ein Aliquot aufgefangen und mittels SDS-PAGE auf ihren Anteil an isolierter
Synthetase Uberprift. Die Elutionsfraktionen mit isolierter Synthetase wurden vereint und mit
Hilfe von Zeba™ Micro Spin Desalting Columns (Thermo Fisher Scientific) mit einem
Molekulargewichts-Cut-Off von 7 kDa umgepuffert. Fir die Umpufferung wurde der
Synthetase-Lagerpuffer verwendet. Im Anschluss wurde die Synthetase durch die
Verwendung von Amicon Centrifugal Filter Devices (0,5 ml, 10 kDa cut-off) aufkonzentriert.
Die Konzentration wurde mittels Absorptionsmessung unter Verwendung des
Molekulargewichtes und des Extinktionskoeffizienten am  Nanodrop 2000 ¢
Spektralphotometer bestimmt. Die erhaltene Synthetase wurde in flissigem Stickstoff
schockgefroren und in Aliquoten bei -80 °C gelagert.

Methanosarcina mazei Pyrrolysin-tRNA-Synthetase (PyIRS-AF)

Die Herstellung der PyIRS-AF vom Plasmid plVEX2.4d-PyIRS-AF erfolgte analog zur
Herstellung der eAzFRS im RTS500 E. coli HY Kit nach Angaben des Benutzerhandbuches.
Der I6sliche Anteil der Synthetase wurde nach einer Zentrifugation bei 16000 x g, 4 °C und
10 min gewonnen. Die Isolation erfolgte Uber den N-terminalen 6 x Histidin-Tag unter
Verwendung von ,Ni-NTA Magnetic Agarose Beads® (Qiagen) nach den Angaben des
Herstellers. Die gesammelten Fraktionen wurden, wie oben beschrieben, mittels SDS-PAGE
analysiert und die Elutionsfraktionen mit enthaltener Synthetase vereint. Die Umpufferung,
Aufkonzentrierung und Konzentrationsbestimmung erfolgte analog zur eAzFRS. Die Lagerung
erfolgte nach der Behandlung mit flissigem Stickstoff bei -80 °C.
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Zusatzlich erfolgte die Herstellung der PylRS-AF im zellfreien Weizenkeim-, Sf21- und CHO-
Dialyse-System, um ein optimales Herstellungsverfahren der PyIRS-AF zu identifizieren. Die
Synthese im zellfreien Weizenkeimsystem erfolgte vom Plasmid plVEX1.3WG-PyIRS-AF
analog zu den Angaben des Herstellers mit dem RTS 100 Wheat Germ CECF Kit von
BiotechRabbit.

Die zellfreie Synthese im Dialysemodus mit Sf21- oder CHO-Lysat vom Plasmid pUC1.8k-NC-
PyIRS-AF erfolgte wie in Tabelle 8 dargestellt. Die Analyse der Funktionalitat der PylRS-AF
erfolgte Uber den direkten Einsatz des Uberstandes in eine zweite zellfreie Reaktion.

Tabelle 8. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21-und CHO-Lysat im Dialysemodus. Durch ein x
gekennzeichnet sind diejenigen Komponenten, welche ebenfalls im Feeding Mix vorhanden waren.

Komponente Reaktionsmix | Feeding Reaktionsmix Feeding
(5f21) Mix (CHO) Mix

ddH20 variabel X variabel X

Lysat 40% (v/Iv) 40% (v/v)

HEPES-KOH 30 mM X 30 mM X

(pH 7,6)

Aminosauren 100 uM X 100 uM X

Mg(OAc)2 3,9 mM X 22 mM X (3,9 mM)

KOAc 150 mM X 150 mM X

Spermidin 0,25 mM X 0,25 mM X

Kreatinphosphat 20 mM X 18,5 mM X

Kreatinkinase 100 pg/ml 100 pg/mi

ATP 1,75 mM X 1,75 mM X

GTP, CTP, UTP 0,3 mM X 0,3 mM X

m’G(ppp)G-Cap 0,1 mM X -

T7 1 U/pl 1 U/pl

RNA Polymerase

DTT 2,5mM X 2,5mM X

Natriumazid 0,02 % X 0,02 % X

DNA 60 ng/pl 90 ng/pl

PolyG (IRES) 10 uM X

Caspase Inhibitor | 30 uM X 30 uM X
(Z-VAD-FMK) (AC-DEVD CMK)

Temperatur 27 X 30°C X

Dauer 24 h X 48 h X
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Fur die folgende Analytik wurde ™C-Leucin (10 uM) der Synthese hinzugesetzt. Durch den
statistischen Einbau des '*C-Leucins in das de novo synthetisierte Protein kann im Folgenden
eine quantitative und qualitative Analyse erfolgen.

2.2.12. Herstellung von Suppressions-tRNA (tRNATyrCUA und tRNAPyICUA)

Die Herstellung der tRNA erfolgte nach einem dreistufigen Protokoll bestehend aus PCR-
Produkt Herstellung, Generierung des RNA Transkriptes und der RNA Isolation und Faltung.
In der ersten Stufe wurde ein PCR-Produkt unter Verwendung eines genspezifischen Forward-
sowie eines genspezifischen und methylierten Reverse-Primers (2°-OMe) hergestellt. Durch
die Methylierung wird verhindert, dass in der anschlieenden Transkription durch die T7 RNA
Polymerase unspezifische Nukleotide an das 3'-Ende der tRNA angefiigt werden. Die
Amplifikation des Templates erfolgte wie in Tabelle 9 beschrieben. Nach der Aufreinigung des
PCR-Produktes wurde dieses in der anschlielenden Transkriptionsreaktion eingesetzt.

Tabelle 9. Transkriptionsreaktion. Die eingesetzten Komponenten wurden in vorbereiteten Mixen eingesetzt.

Komponente Endkonzentration
ddH20 variabel
Transkriptionspuffer 1x

NTP-Mix 1x

Enzym-Mix 1x

DNA-Templat 8 ng/ul

Die Transkriptionsreaktion wurde Uber Nacht bei 37 °C und 500 rpm inkubiert. Das erhaltene
Transkript wurde fir eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert und der Uberstand fiir die folgende
DNAse | (1 U DNAse | pro 1 ug DNA, 10 min 37 °C, 500 rpm) Behandlung verwendet. Die
RNA lIsolation erfolgte mittels einer TRIzol/Chloroform-Isolation. Es wurde ein dreifaches
Volumen an TRIzol zu der Transkriptionsreaktion pipettiert, vorsichtig gemischt und fur 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 200 pl Chloroform pro Milliliter TRIzol
hinzugeflgt, gemischt und fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde fur
15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Aus den drei entstandenen Phasen wurde die
wassrige Phase isoliert und mit 500 pl Isopropanol pro eingesetzten Milliliter TRIzol gemischt
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Gemisch wurde am nachsten Tag fur mindestens eine
Stunde bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit
75 % Ethanol Uberschichtet und fur 30 min bei -20 °C inkubiert. Das Ethanol wurde nach einer
Zentrifugation bei 7500 x g, 10 min und 4 °C entfernt und das Pellet an der Luft getrocknet.
Nach der Trocknung wurde das Pellet in Wasser geldst und am NanoDrop vermessen. Die
hergestellte tRNA wurde anschlieBend im PCR-Cycler durch eine langsame Kuhlung der
Temperatur von 80 °C auf 25 °C gefaltet. Die Lagerung erfolgte nach einer Schockfrierung in
flussigem Stickstoff bei -80 °C.
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2.2.13. Zellfreie Synthese von modifizierten Proteinen durch die Einfiihrung von nicht-
kanonischen Aminosé&uren

Der Einbau von verschiedenen nicht-kanonischen Aminosauren durch Amber-Suppression
erfolgte durch die Zugabe eines spezifischen tRNA/tRNA-Synthetase-Paares. Die
verwendeten nicht-kanonischen Aminosauren mit dem jeweiligen orthogonalen Paar sind in
Tabelle 10 dargestellt. Eine Ubersicht der nkAs mit den entsprechenden Reaktionspartnern
befindet sich in Abbildung S1 im Anhang.

Tabelle 10. Nicht-kanonische Aminosduren und orthogonale Paare, die in der Arbeit fiir die Modifizierung von Proteinen
verwendet wurden

Nicht-kanonische  Aminosaure | Suppressions-tRNA Aminoacyl-tRNA-
(nkAs) Synthetase
p-Azido-L-Phenylalanin (AzF) tRNATyrCUA eAzFRS
p-Propagyloxy-L-Phenylalanin tRNATyrCUA eAzFRS

(pPa)

Azido-L-Lysin (AzL) tRNAPYICUA PyIRS-AF
Cyclooctin-L-Lysin (SCO) tRNAPYICUA PyIRS-AF
Trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin tRNAPYICUA PyIRS-AF

(TCO)

Optimale Konzentrationen von nicht-kanonischer Aminosaure, Suppressions-tRNA und
Aminoacyl-tRNA-Synthetase wurden in dieser Arbeit bestimmt. Es wurden Konzentrationen
von 1-2 mM der jeweiligen nkAs, 3-5 uM der Suppressions-tRNA sowie 3-5 uM der eAzFRS
bzw. der Uberstand der PyIRS-AF zur zellfreien Reaktion zugefiihrt. Die zellfreie Reaktion
wurde wie in Tab. 7 beschrieben durchgeflhrt.

Fir die anschlielende Markierungs-Reaktion wurde die zellfreie Reaktion fraktioniert. Die
Fraktionierung des Translationsmixes erfolgte durch Zentrifugation bei 16000 x g, 15 min und
4 °C. Der Uberstand wurde entfernt und das erhaltene Pellet in PBS resuspendiert. Fiir das
Losen des Pellets wurde ein aquivalentes Volumen zum Translationsmix verwendet. Das
geldste Pellet wurde fur die nachfolgende Markierungsreaktion des Adora2a genutzt. Fur die
Markierung von EPO erfolgte die Resuspendierung des Pellets in PBS mit 0,2 % DDM, um
EPO aus dem Lumen der Mikrosomen heraus zu |6sen.

2.2.14. Selektive Modifikation der reaktiven Gruppen der eingebauten nicht-
kanonischen Aminoséauren

Staudinger-Ligation

Das reaktive Azid der eingebauten AzF oder AzL kann in einem weiteren Schritt mit einem
Phosphin reagieren. Dieser Mechanismus wurde fir die Fluoreszenz-Markierung mit
DyLight650-Phosphin (Thermo Fisher Scientific) angewandt. Nach der zellfreien Synthese
wurde die mikrosomale Fraktion (MF) in PBS gel6ést und mit 3 uM DyLight650-Phosphin fiir
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Markierungsreaktion wurde wahrend der
Inkubationszeit abgedunkelt.



55

Kupfer(l)-katalysierte Klick-Chemie (CUAAC)

Zur Durchfihrung der CUAAC wurde Azidocoumarin mit verschiedenen Alkin-modifizierten
Molekulen (Alexa Fluor 647-Alkin (AF647-Alkin) oder die nkAs pPa) sowie mit verschiedenen
Cu(l)-stabilisierende Liganden (THPTA oder L-Histidin) inkubiert. Die erfolgreiche Umsetzung
der Klickreaktion wurde anhand des entstandenen fluoreszierenden Molekills durch die
Aufnahme eines Spektrums im Bereich von 435 nm bis 545 nm detektiert. Die
Zusammensetzung der analysierten Ansatze ist in Tabelle 11 dargestellt. Die Ansatze wurden
fur zwei Stunden inkubiert.

Tabelle 11. Analyse der optimalen Zusammensetzung einer CUAAC. Angegeben sind die verwendeten

Endkonzentrationen.

Ansatz Azido- CuSO4 NaAsc | pPa AF647- THPTA L-
coumarin Alkin Histidin

1 50 uM 100 uM 5 mM 100 uM | - 300 uM -

2 50 uM 100 uM 5mM 100 uM | - - 300 uM

3 50 uM 100 uM 5mM |- 100 uM 300 uM -

4 50 uM 100 uM 5mM |- 100 uM - 300 uM

5 50 uM - 5mM 100 uM | - 300 uM -

6 50 uM - 5 mM 100 uM | - - 300 uM

7 50 uM - 5mM |- 100 uM 300 uM -

8 50 uM - 5mM |- 100 uM - 300 uM

9 50 uM - - - - - -

Fir die CUAAC wurde ein Phenylalanin-Derivat mit einer Alkin-Gruppe in Para-Position in das
Zielprotein eingebaut. Die Alkin-Gruppe kann in einer kupfer-katalysierten Reaktion mit einem
Azid zu einem Tetrazol-Ring verbunden werden. Fir diese Reaktion wurde im Vorfeld ein
Labeling-Mix pipettiert (Tabelle 12).

Tabelle 12. Komponenten des Labeling-Mixes fiir eine kupfer-katalysierte Klick-Reaktion

Komponente Endkonzentration
Kupfer(ll)-Sulfat (CuSQO,) 0-500 pM
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine (THPTA) 0-1500 uM

(3x c(CuSO0s4))
Natriumascorbat (NaAsc) 5mM

Der Labeling-Mix wurde zu 5-10 pl des resuspendierten Pellets gegeben. Der Farbstoff Sulfo-
Cy5-Azid wurde in einer Endkonzentration von 3 yM, der Farbstoff Silizium-Rhodamin-Azid
wurde in einer Endkonzentration von 0-20 uM eingesetzt. PEG-Azid wurde in einer finalen
Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die Inkubationszeit erfolgte fur maximal zwei Stunden
bei Raumtemperatur im Dunkeln.
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Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition (SPAAC) und strain-promoted inverse electron-
demand Diels-Alder cycloaddition (SPIEDAC)

Bei der SPAAC und SPIEDAC handelt es sich um kupferfreie Klick-Reaktionen. Flr diese
Reaktionen wurden nicht-kanonische Aminosauren mit einer Alkin-Gruppe in einer
Ringstruktur verwendet (SCO und TCO). Durch den Zusatz von 5 yM Sulfo-Cy5-Azid zu SCO
wird ebenfalls ein Tetrazol-Ring ausgebildet. AuRerdem wurden beide nicht-kanonischen
Aminosauren mit einem Tetrazin-Farbstoff (Tetrazin-Cy5 fir SCO und TCO, 6-Methyl-
Tetrazin-Sulfo-Cy5 fiur TCO) behandelt. Die Inkubation der jeweiligen Klick-Reaktion erfolgte
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln.

2.2.15. Analyse der Einbaueffizienz von verschiedenen nicht-kanonischen
Aminoséuren

Fir die Optimierung der beiden verwendeten orthogonalen Systeme auf Grundlage der
eAzFRS und PylIRS-AF wurde ein Reportergen-Assay etabliert, um die Einbaueffizienz von
verschiedenen nicht-kanonischen Aminosauren bestimmen zu kdnnen. Dieser Assay beruht
auf der Verwendung der Nanoluziferase (Nluc), deren Gensequenz sich nachgeschaltet zum
Amber-Stopcodon befindet. Dementsprechend wird die Nluc translatiert, sofern das Amber-
Stopcodon von der Suppressions-tRNA adressiert und die nkAs an die Polypeptidkette
angefugt wird. Die Bestimmung der Suppressionseffizienz erfolgte durch die Messung der
Nluc-Aktivitat, welche komplementar zu der erfolgreichen Suppression des Amber-
Stopcodons (RLUamp) ist. Als Referenz wurde ein Konstrukt ohne Amber-Stopcodon (RLUwrt)
verwendet. Die Suppressionseffizienz ergibt sich aus:

. , _ RLUamb
Suppressions — Ef fizenz (%) = R " 100
wT

Fur den Nluc Assay wurden 5 pl der zu analysierenden Fraktion abgenommen und in ein Well
einer Mikrotiterplatte pipettiert. Das Nluc Substrat wurde entsprechend den Herstellerangaben
1:50 im Nluc-Puffer verdiinnt und auf Raumtemperatur akklimatisiert. Die Bestimmung der
Nluc-Aktivitat erfolgte mit dem Multimode Plattenreader System Mithras? LB 943 (Berthold).
Das Gerat wurde 60 Zyklen mit Wasser, 60 Zyklen mit 70 % Ethanol und abermals mit 60
Zyklen Wasser gespult. Das verdinnte Nluc Substrat wurde Uber die Prime-Funktion des
Gerates aufgenommen und die zu analysierenden Wells ausgewahlt. Fur die Analytik wurden
50 ul des Nluc Substrates in die Wells der vorbereiten Mikrotiterplatte durch den Mithras
injiziert und mittels eines Graufilters die Lumineszenz detektiert. Das restliche Nluc Substrat
wurde entfernt und das Gerat mit 60 Zyklen Wasser gewaschen.

2.2.16. Analyse der ligandabhdngigen Konformationsanderung des Adora2a

Der Adora2a_amb215-Nluc wurde wie in Kapitel 2.2.10 beschrieben durch den Einsatz der
vorbeladenen tRNA BODIPY-TMR-Lysin-tRNACUA fluoreszenzmarkiert. Die mikrosomale
Fraktion der Synthese wurde in PBS aufgenommen. 5 pl dieser Lésung wurden mit 5 pl
Adenosin, ebenfalls geldst in PBS, vermischt. Es wurden Endkonzentrationen von 0 pM,
100 uM, 1000 uM und 5000 uM Adenosin eingestellt. Die erhaltenen 10 pl wurden fir die
Lumineszenz und Fluoreszenzmessung eingesetzt. Zuerst wurde die Lumineszenz detektiert
(siehe Abschnitt 2.2.15) und im Folgenden die Emission des BODIPY's, welches durch die Nluc
angeregt wurde. Als Kontrolle wurde das Adora2a_amb215-Nluc in Gegenwart einer
vorbeladenen tRNA, durch welche ein Serin an Position des Amber-Stopcodons integriert wird
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(tSerCUA), mit den gleichen beschriebenen Konditionen behandelt, um das Hintergrundsignal
des breiten Emissionsspektrums der Nluc und eine mégliche Interaktion mit dem Adenosin zu
bestimmen. Der BRET-Ratio wurde wie folgt berechnet:

Fluoreszenz (Probe) Fluoreszenz (Kontrolle)
BRETqti0 =

Lumineszenz (Probe)  Lumineszenz (Kontrolle)

2.2.17. Bestimmung der Proteinausbeute durch heiRe TCA-Féallung

Die Bestimmung der Proteinausbeute erfolgte Uber den statistischen Einbau des eingesetzten
“C-Leucins in das de novo translatierte Protein. Nach der Synthese wurden 3-5 ul des
Translationsmixes (TM), des Uberstandes (SN) und der mikrosomalen Fraktion abgenommen
und mit 3 ml 10 % TCA (v/v) und 2 % Casein-Hydrolysat (w/v) versetzt und in einem
Wasserbad bei 80 °C fiir 15 min inkubiert. Durch diesen Schritt werden '*C-Leucin-tRNAs
hydrolysiert, sodass Uberschissiges '“C-Leucin von inkorporierten C-Leucin abgetrennt
werden kann. Im Anschluss wurden die Proteine flir 30 min auf Eis prazipitiert und auf die MN
GF-3 Glasfilter der Vakuum-getriebenen Absauganlage gegeben. Die Filter wurden zweimal
mit 5 % TCA und Aceton gewaschen und anschlielend luftgetrocknet. Die getrockneten Filter
wurden in Szintillationsgefalie Gberfuhrt und mit 3 ml Szintilliationscocktail versetzt. Nach einer
einstiindigen Inkubationszeit wurden die radioaktiv markierten Proteine mit Hilfe des LS6500
Multi-Purpose Scintillation Counter analysiert. Die Berechnung der Proteinausbeute erfolgte
auf Basis der spezifischen Radioaktivitat und der Einbeziehung von Protein-spezifischen
Parametern.

dpm
pmol)
. 14 .,
C[C(Leucmgesamt) + c(**C — Leucin)]
c(**C — Leucin)

Radioaktivitat von **C — Leucin) (

d
Spezifische Radioaktivitat =
pezifische Radioaktivita (pmol)

Anzahl an Counts (df:ln) * Molekulargewicht (

Hg )
pmol

Proteinkonzentration (— =

mi Spez. Radioaktivitit (dpm) * Anzahl der Leucine
pmol

Proteinausbeuten wurden in zwei oder drei unabhangigen Experimenten in
Mehrfachbestimmungen ermittelt. Die sich daraus ergebenden Berechnungen fir das
arithmetische Mittel (X) und die Standardabweichung (SD) sind dargestellt:
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2.2.18. Qualitative Protein Analyse durch SDS-PAGE und Autoradiographie

4C markierte Proteine wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert. Dazu wurden 5 pl der
ausgewahlten Fraktion der zellfreien Reaktion mit 45 yl Wasser und 150 pl eiskaltem Aceton
gemischt und fur mindestens 15 min auf Eis inkubiert. Die Losung wurde anschlie®end 10 min
bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Aceton-haltige Uberstand wurde von den
prazipitierten Proteinen entfernt und das Proteinpellet fir mindestens 30 min bei 45 °C und
1200 rpm getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 20 ul NUPAGE LDS-Probenpuffer (1X)
mit 50 mM DTT aufgenommen und fir mindestens 15 min bei Raumtemperatur geschlittelt.
Die Proben wurden in die vorgesehenen Taschen der NUPAGE 10 % Bis-Tris Gele geladen.
Die Gelelektrophorese wurde bei 185 V flir 35 min durchgefihrt. Die SDS-PAGE Gele wurden
anschlielfend dreimal mit Wasser gewaschen und mit einem Triphenylmethanfarbstoff
(SimplyBlue SafeStain, Thermo Fisher Scientific) fur 10 min gefarbt. Die gefarbten Gele
wurden flr 60 min bei 70 °C getrocknet (Unigeldryer 3545D) und in Phosphor-Schirmen fir
mindestens drei Tage gelagert. '*C-markierte Proteine wurden mittels einem Phosphor-
Bildverarbeitungssystem (Typhoon TRIO + Imager, GE Healthcare) detektiert.
Fluoreszenzmarkierte Proteine wurden, wie oben beschrieben, in einer 10 % SDS-Page
getrennt. Die Gele wurden nach der Gelelektrophorese fir 5-10 min in Wasser inkubiert und,
abhangig vom verwendeten Farbstoff, mit dem Phosphor-Bildverarbeitungssystem analysiert
(DyLight650-Phosphin und Cy5-Farbstoffe: Anregung bei 633 nm, Emission bei 670 nm; Cy3-
und BODIPY-TMR-Farbstoffe: Anregung bei 530 nm, Emission bei 580 nm; 6-FAM-Azid:
Anregung bei 488 nm, Emission bei 526 nm).

2.2.19. Deglykosylierungs- und Protease-Assay

Die Deglykosylierung wurde mit den Glykosidasen Endo H und PNGase F durchgefiihrt. Es
wurden 5 pl der mikrosomalen Fraktion entsprechend den Angaben des Herstellers mit den
jeweiligen Glykosidasen behandelt und, wie oben beschrieben, mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert. Fur die Bestimmung der Orientierung von Membranproteinen in
der mikrosomalen Membran wurde ein Proteinase K (ProtK) Verdau durchgefuhrt.
Proteinsegmente, welche sich au3erhalb der mikrosomalen Membran befinden, sind fir den
Verdau der ProtK zuganglich, sodass nur geschuitzte Bereiche im Lumen der Mikrosomen im
Autoradiogramm detektiert werden. Es wurden 5 ul der mikrosomalen Fraktion mit 10 ng/pl
ProtK (Promega) fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Protease wurde im Anschluss mit 6,25 mM
Phenylmethylsulfonsaure inaktiviert und die Probe einer Acetonfallung unterzogen, sowie
mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.

2.2.20. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Es wurden sowohl Fusions-Konstrukte mit eYFP, als auch fluoreszenzmarkierte Proteine mit
verschiedenen Farbstoffen mikroskopisch analysiert. Der Translationsmix wurde hierfur, wie
oben beschrieben, zentrifugiert, um die mikrosomale Fraktion abzutrennen und in PBS zu
resuspendieren. Es wurde eine Probe von 20 pl bestehend aus 5 ul mikrosomaler Fraktion
und 15 pl PBS gemischt, um hypoosmotische Bedingungen zu schaffen, die ein Schwellen der
Mikrosomen hervorrufen. Die Probe wurde in ein Well eines IBIDI-Objekttragers gegeben und
mit einem LSM 510 meta (Zeiss) Laser-Scanning-Mikroskop, ausgestattet mit einem Plan-
Achromat 60x Objektiv (Olympus), analysiert. eYFP Fusionsproteine wurden mit dem 488 nm
Laser angeregt und die Emission Uber einen Langpassfilter (>505 nm) detektiert. Diese
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Einstellungen wurden ebenfalls fir die Detektion von 6-FAM-Azid-konjugierten Proteinen
verwendet. Die Fluoreszenz von Sulfo-Cy5-Azid-konjugierten Proteinen wurde mit dem 633
nm Laser angeregt und mit einen Langpassfilter (>670 nm) detektiert.
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3. Ergebnisse
3.1. Analyse des Translationsprozesses des zellfreien Sf21-Systems

In biologischen Prozessen wie der Zellteilung, der Zelldifferenzierung und der
Metabolismuserhaltung dient ATP als Hauptenergielieferant. Zusatzlich fungiert ATP als
Signalmolekil und Cofaktor fur Kinasen, lonentransporter, in der DNA-Replikation und der
Proteinsynthese. Besonders wahrend der Proteinsynthese ist ATP unerlasslich, da es in der
Translationsinitiation, der Aminoacylierung, der Elongation und der Faltung von Proteinen
involviert ist**>. Flr ein besseres Verstandnis des Proteintranslationsprozesses sind
Synthesesysteme, die eine definierte Einstellung der ATP-Konzentration ermdglichen,
unumganglich. Aufgrund des offenen Charakters von zellfreien Synthesesystemen kann eine
definierte Konzentration an ATP der Proteintranslation zugefuhrt werden. Zusatzlich kdnnen
ATP-konsumierende Effekte wahrend der Transkription, wie die komplementéare
Basenpaarung aufgrund der raumlichen und zeitlichen Trennung der Transkription und der
Translation im beschriebenen linked Modus, vermieden werden. Der Einfluss der vorliegenden
freien ATP-Konzentration wahrend der Proteintranslation in einem zellfreien System wurde
durch den Einsatz eines ATP-bindenden Aptamers (aAPT?*?) analysiert. Aptamere sind
einzelstrangige Oligonukleotide, die aufgrund einer spezifischen dreidimensionalen Struktur
ihr Zielmolekil mit hochspezifischen Bindungsaffinitaten im piko- bis nanomolaren Bereich
erkennen koénnen. Im Vergleich zu Antikdrpern kdnnen auch kleine Molekule mit einer
molekularen GroRe von unter 1000 Da, ohne eine zusatzliche Fusionierung des kleinen
Molekiils an ein Tragerprotein, detektiert werden?#6. Im ersten Kapitel wurde der Einfluss des
aAPT im Vergleich zu einem nicht-ATP-bindenden Aptamer (cAPT?%?) auf die zellfreie
Synthese der Nanoluziferase analysiert. Zu Beginn wurden beide Aptamere auf ihre Fahigkeit
ATP zu binden charakterisiert. Zusatzlich wurde die Spezifitdt des aAPT zu ATP gezeigt und
der Einfluss von verschiedenen aAPT-Konzentrationen auf die zellfreie Proteinsynthese
evaluiert.

3.1.1. Charakterisierung des aAPT und des cAPT

Die hier verwendeten Aptamere besitzen am 5°-Ende ein 6-Carboxyfluorescein (FAM),
welches nach Bindung einer komplementdren Sequenz durch das Dabcyl am 3°-Ende
gequencht wird. Nach Bindung des Zielmolekiils ATP erfolgt eine strukturelle Anderung des
aAPT, wodurch die Quenchersequenz geldst wird und die FAM-Fluoreszenz nicht langer
reduziert wird (Abbildung 5A).

Durch vier Nukleotidveranderungen in der Sequenz des cAPT bindet dieses Aptamer nicht an
ATP, sodass die Zugabe von ATP keinen Einfluss auf die Intensitdt der gequenchten
Fluoreszenz haben sollte. Der Effekt der Quencher-Sequenz und zugefligtem ATP ist in
Abbildung 5A gezeigt. Die Zugabe von 1,5 yM Quencher zu 1 yM aAPT oder cAPT resultierte
in einer Reduktion des Fluoreszenzsignals um 98%. Wahrend in der Probe mit dem aAPT das
Fluoreszenzsignal nach Zugabe von 3 mM ATP um 20 % wiederhergestellt werden konnte,
wurde dieser Effekt beim cAPT nicht beobachtet (Abb. 5B).
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Abbildung 5. Funktionsweise des aAPT und Charakterisierung des Fluoreszenzsignals von aAPT und cAPT in Gegenwart von
ATP oder GTP. A) In Gegenwart der komplementédren Quenchersequenz wird das aAPT gebunden und das FAM-Fluorophor
gequencht. Aufgrund der hoheren Affinitat des aAPT zu ATP |6st sich das Aptamer von der Quenchersequenz und bindet ATP,
wodurch das FAM-Fluorophor nicht langer gequencht wird. B) + C) Die Fluoreszenz des 5-FAMs des Kontroll-Aptamers
(gestrichelte Linie) und des Anti-ATP-Aptamers (durchgezogene Linie) wurde bestimmt. Daflir wurden die Aptamere auf eine
Konzentration von 1 pM in PBS mit 100 mM NaCl und 10 mM MgCl, verdiinnt. AnschlieBend wurde 1,5 uM der
komplementaren Quenchersequenz, sowie 3 mM ATP (B) oder 3 mM GTP (C) hinzugefiigt. Die jeweiligen Zeitpunkte der
Zugabe sind durch Pfeile markiert.

Zur Analyse der Spezifitat des aAPT wurde anstelle von ATP das Nukleosidtriphosphat GTP
nach einer Inkubation mit der komplementaren Quenchersequenz hinzugefigt. Die 98%ige
Reduktion der Fluoreszenz des aAPT und des cAPT durch den Quencher konnte durch die
Zugabe von GTP nicht verandert werden (Abb. 5C).

3.1.2.  Einfluss des aAPT und des cAPT auf die zellfreie Proteinsynthese

Um den Einfluss der Aptamere auf die zellfreie Synthese zu untersuchen wurde das
Modellprotein Nluc im linked Modus translatiert. Der Translation wurde eine definierte Menge
von 1 mM ATP hinzugeflgt. Der Effekt des jeweiligen Aptamers auf die Nluc Synthese wurde
durch einen Lumineszenz-Assay (Abb. 6A) und Autoradiographie (Abb. 6B) bestimmt. Die
Zugabe von 1 yM aAPT oder cAPT zu der zellfreien Synthese zeigte keinen Effekt in der
Aktivitdt der Luziferase. Durch die Zugabe von 10 yM aAPT wurde eine Reduktion der
Lumineszenz um 70% ermittelt, wahrend die Zugabe von 10 uM cAPT eine Reduktion von 5 %
hervorrief. Eine weitere Erhéhung des aAPT (20 uM) resultierte in einem 95 % niedrigeren
Lumineszenzsignal im Vergleich zur unbehandelten Probe. Der Einsatz von 20 uM cAPT
verringerte das Lumineszenzsignal um 20 %. Bei hoheren Konzentrationen von tber 20 yM
cAPT wurde ein negativer Effekt des cAPT und eine Reduktion der Nluc-Lumineszenz um
70 % beobachtet. Die ermittelten Nluc-Aktivitdten sind vergleichbar mit den aus der
Autoradiographie erhaltenen Ergebnissen (Abb. 6A und B).
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Abbildung 6. Zellfreie Proteinsynthese in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen von cAPT und aAPT. A) Das
Modelprotein Nluc wurde in Gegenwart von 0-100 uM des jeweiligen Aptamers synthetisiert. Nach der Synthese wurden 5 pl
des Translationsmixes flir einen Lumineszenz-Assay zur Bestimmung der Nluc-Aktivitat verwendet. B) Fir die Analyse der 14C-
markierten Nluc mittels Autoradiographie wurden 5 pl des Translationsmixes abgenommen.

3.1.3. Analyse der Spezifitidt des aAPT im eukaryotischen zellfreien System

Die spezifische Bindung des aAPT in einer PBS-L6sung wurde bereits in 3.1.1 gezeigt. Im
zellfreien Synthesesystem sind neben ATP weitere niedermolekulare Molekile wie
Nukleosidtriphosphate, lonen, Nukleinsauren und Membranbestandteile vorhanden. Diese
verschiedenen Molekile kénnten ebenfalls mit dem aAPT interagieren, wodurch die
Proteintranslation inhibiert werden kdnnte, auch wenn keine Komplexierung von ATP
stattfindet. Um die Spezifitdt des aAPT in einer heterogenen Umgebung zu untersuchen
wurden verschiedene Konzentrationen an ATP wahrend der zellfreien Proteinsynthese der
Nluc eingesetzt. Durch die Komplexierung von ATP sollte die Synthese in Gegenwart des
aAPT ein abweichendes ATP-Optimum im Vergleich zur zellfreien Synthese unter
Standardbedingungen zeigen. Wahrend in Abwesenheit des aAPT die héchste Nluc-Aktivitat
in Gegenwart von 1 mM ATP ermittelt werden konnte, wurde in Gegenwart des aAPT eine



63

maximale Lumineszenz bei 2 mM ATP detektiert (Abb. 7A und B). Eine Erhéhung der ATP-
Konzentration auf 2 mM reduzierte in Abwesenheit des aAPT das Lumineszenzsignal um
90 %. Eine weitere Erhdhung resultierte in einer 99 % Reduktion (3-4 mM) bis das
Lumineszenzsignal nicht mehr detektierbar war (5 mM). In Gegenwart des aAPT zeigte die
Erhdhung der ATP-Konzentration auf 2 mM eine Steigerung der Nluc-Aktivitdt um den
Faktor 2. Bei héheren Konzentrationen von 3-5 mM nahm das Lumineszenzsignal ebenfalls
ab. Die erhaltenen Lumineszenzwerte spiegelten sich im Autoradiogramm wieder. Wahrend
ohne aAPT eine intensive Nluc-Bande in Gegenwart von 1 mM ATP zu erkennen war, wurde
diese Bande schwacher, bis in Gegenwart von 3-5 mM ATP keine Nluc-Bande detektiert
wurde. In Gegenwart des aAPT wurden Banden bei einer Synthese mit 1-3 mM ATP detektiert
mit einer hochsten Bandenintensitat bei 2 mM ATP.
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Abbildung 7. Zellfreie Synthese der Nluc in Gegenwart von verschiedenen ATP-Konzentrationen. A) Das Modelprotein Nluc
wurde in Abwesenheit oder Anwesenheit des aAPT (20 uM) mit verschiedenen ATP-Konzentrationen (1-5 mM) in einem
zellfreien System translatiert. Nach der Synthese wurden 5 pl des Translationsmixes fur einen Lumineszenz-Assay zur
Bestimmung der Nluc-Aktivitat verwendet. B) Fiir die Analyse der *C-markierten Nluc mittels Autoradiographie wurden 5 pl
des Translationsmixes abgenommen.
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3.2. Zellfreie Synthese des komplexen GPCRs Endothelin-B-Rezeptors

Im ersten Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Translation in einem zellfreien Insekten-
System spezifisch durch die Komplexierung von ATP reguliert werden kann. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass das unmodifizierte zytosolische Protein Nluc in aktiver Form,
konzentrationsabhangig von ATP synthetisiert werden konnte. Mit dieser Grundlage wird im
nachsten Abschnitt ein komplexer GPCR synthetisiert und analysiert. GPCRs sind, wie in
Abschnitt 1.1.4 beschrieben, das Ziel von 34 % der erhaltlichen pharmazeutischen
Medikamente?*’. Aufgrund der erschwerten Produktion in vivo werden stetig bestehende
Expressionssysteme optimiert und neue Expressionssysteme entwickelt. Ob das hier
verwendete eukaryotische zellfreie Proteinsynthesesystem ein Alternativ-Synthesesystem
darstellt, wird im Folgenden analysiert. Als Modelprotein wurde der Endothelin-B-Rezeptor
ausgewahlt, welcher zwischen den Cysteinen 174 und 255 disulfidverbriickt ist und zusatzlich
am Asparagin 59 eine Glykosylierung besitzt. Das zellfreie Sf21-System eignet sich fir die
Synthese des ET-B-Rezeptors (ET-B) aufgrund der endogen vorhandenen Mikrosomen, die
eine kotranslationale Translokation und Integration des Rezeptors in die mikrosomale
Membran ermdéglichen. Aus diesem Grund wird im folgenden Kapitel neben der Optimierung
der Synthese des ET-Bs die Integration in die mikrosomale Membran und das Vorhandensein
von posttranslationalen Modifikationen analysiert.

3.2.1. Synthese des ET-B-Rezeptors

Fir die Analyse der Synthese des ET-B-Rezeptors wurde ein PCR-Produkt generiert, welches
fur die Gensequenz des Fusionsproteins ET-B-eYFP codierte. Die Synthese wurde im linked
Modus durchgeflhrt und Uber einen Zeitraum von 6h analysiert (Abb. 8). Eine maximale
Proteinausbeute von 12 pg/ml wurde nach einer Translationszeit von 3-4 h erreicht. Geringere
oder héhere Translationszeiten flihrten zu niedrigeren Ausbeuten im Bereich von 4-10 ug/ml
(Abb. 8A).
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Abbildung 8. Synthese des Fusionsproteins ET-B-eYFP-Rezeptor mit anschlieBender Charakterisierung. A) 5 pl des
Translationsmixes wurden fir die Proteinausbeutebestimmung verwendet. B) 5 pl des Translationsmixes wurden mit 15 pl
PBS gemischt, auf einen IBIDI aufgetragen und die Fluoreszenz des eYFPs analysiert. C) Fur die Autoradiographie des 14C-
markierten ETB-eYFP-Rezeptor wurden 5 pl fiir die Aceton-Prazipitation und SDS-PAGE verwendet.

17 kDa -

Betrachtet man die Fluoreszenz des fusionierten eYFPs, so konnte eine Intensitatssteigerung
von O min bis 120 min erkannt werden. Nach 120 min ist keine Steigerung der
Fluoreszenzintensitat zu detektieren, sodass eine Synthesezeit von 120 min gewahlt wurde
(Abb. 8B). Im Autoradiogramm zeigte sich nach einer Synthesezeit von 30 min eine Bande auf
der Hohe der 62 kDa Markerbande. Die Intensitat der Bande blieb ab einer Synthesezeit von
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90 min konstant. DarlUber hinaus wurden zusatzliche Banden auf einer Héhe von 38 und 42
kDa sowie unterhalb von 28 kDa detektiert, deren Intensitat kongruent zu der Bande auf der
Hohe von 62 kDa war (Abb.8C).

3.2.2. Translokation und Vesikelintegration des ET-B-Rezeptors

Im Folgenden wird die Adressierung der im Lysat enthaltenen Mikrosomen analysiert. Daflr
wurde die zellfreie Synthese des ET-B-eYFP-Rezeptors Uber vier Stunden unter dem
konfokalen Mikroskop dokumentiert (Abb. 9). Wahrend zum Start der Synthese kein
Fluoreszenzsignal detektierbar war, wurde nach 60 min ein Fluoreszenzsignal des eYFP-
fusionierten GPCRs ermittelt, welches nach 180 min seine maximale Intensitat erreichte. Das
Fluoreszenzsignal der Aufnahmen nach drei und vier Stunden zeigte keine Veranderung.
Zusatzlich ist eine heterogene konglomeratartige Verteilung des Fluoreszenzsignals in der
Probe (60-240 min) zu erkennen, welche in der NTC nicht auftrat. Die Uberlagerung der
Fluoreszenzbilder nach 240 min zeigte auf, dass die Konglomerate in der Probe mit den Sf21-
Mikrosomen kolokalisierten, wahrend in der NTC keine spezifische Zuordnung des
Fluoreszenzsignals zu den Mikrosomen maoglich war.

0 min 60 min 120 min

180 min 240 min - NTC

240 min

Uberlagerung des

Fluoreszenz- und

Durchlichtbildes
e —

Abbildung 9. Analyse der Lokalisation des Fusionsproteins ET-B-eYFP. Die Synthese des eYFP-fusionierten GPCRs wurde in
einem 20 pl Ansatz Uber 4 Stunden auf einem IBIDI Objekttrager durchgefiihrt und mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie analysiert. Die ersten sechs Bilder zeigen das ermittelte Fluoreszenzsignal des eYFPs. Die Bilder in der dritten
Reihe zeigen die Uberlagerung der Fluoreszenzbilder mit den jeweiligen Durchlichtbildern nach 4 Stunden.
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Anhand der Fluoreszenzbilder ist eine Aussage Uber die korrekte Integration und Orientierung
des ET-B-Rezeptors in die mikrosomale Membran nicht moglich. Fur die Bestimmung der
Orientierung wurde ein Plasmid-basiertes Konstrukt verwendet, welches eine zusatzliche
IRES und eine Melittin-Signalsequenz besitzt. Melittin ist ein in Honigbienen vorkommendes
kationisches Polypeptid, bestehend aus 26 Aminosauren, welches Hauptbestandteil des
Apitoxins  ist’™'. Das  Melittin-Signalpeptid  zeichnet sich durch eine hohe
Translokationseffizienz aus, wodurch die Integration des ET-B-Rezeptors in die mikrosomale
Membran erhdht werden sollte. Der ET-B-Rezeptor wurde in diesem Abschnitt zusatzlich zu
der ™C-Leucin-Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-TMR markiert. Die
Markierung erfolgte Uber eine tRNA mit dem Anticodon GAA (Erkennung von Phenylalanin-
Codons), welche im Vorfeld mit einem BODIPY-TMR-Lysin aminoacyliert wurde. Die
Fluoreszenzmarkierung zeichnet sich im Vergleich zur radioaktiven Markierung durch eine
hohere Sensitivitat aus. Dies ist besonders fur den hier durchgefuhrten Proteinase K (ProtK)-
Verdau entscheidend, da kleine Peptidfragmente entstehen kénnen, die wenig oder kein
Leucin enthalten und somit nicht radioaktiv markiert werden kénnen. ProtK hydrolysiert eine
Vielzahl an Peptidbindungen, ist jedoch nicht membrangéangig, sodass Bereiche des ET-B-
Rezeptors welche im Lumen der Mikrosomen gelegen sind, nicht verdaut werden kénnen
(Abb. 10A).

A DS B &
~ 11 kDa S L RS
BE \ 256 SO \m o é,@_ @*@\\ & . (F,a\
20 o i N
£ BOGOCS S8 COCCE 2 ~7kDa ({a@\\" @\o& Ogo:;,bez & 43‘%@&9
& Q) . & &
260 =BG oe - v [T—— <« g W © ¢<°®3\
AREES {ROBE 9kDa OGS Al —
@R o © g Mikrosomen "
56 B o ® ! kDa
D) B Can G g, @ .0 - 198
SN &= -198-
v ) & N = i 20 N
J ®Z0:Chl 0 RUYD) v.e O =t &3
o0 00060l o6 UEIRN 3 -
ONGG Q FXVEIC 0. XS -48-
\
« D000 5000 M 200 M A | ERE o .
R 0,0 9960 EX TXTXACEY, PEAIL| KUYRY i) Glykosyliertes ET-B — > .
800 GO ALY 00 LD Nieht-f ——> -38-
2 ‘L 2 \L S LICIAXL A deglykosyliertes ET-B - ~18- 40kDa
XU 28
) : . & QO @BC h\. G gnw}:(llslanmg‘er Verdau von
11 = ti hi
‘ ® ;\p‘\‘ y & @ B8 & Auterhalb der 17 Prol axgngichen
A > » g
KC s o ef o ) ® Mikrosomen . "
Rope® & O K
L XEGHY S) -
06 © ® ' €——~11kDa
N S yameRE @ Vollstandiger Verdau der Protk
5 A > zuganglichen Domanen
Y g nooeess 4 ~6-9kDa
& L HOEE In-Gel-Fluoreszenz
= ® @c

(O ProtK geschiitzte Doméanen
O Proti zugéngliche und verdaubare Domanen

Abbildung 10. Analyse der Orientierung des ET-B-Rezeptors in mikrosomalen Membranen. A) Schematische Darstellung der
erwarteten Orientierung des ET-B-Rezeptors in einer mikrosomalen Membran. Rot markiert sind ProtK-zugédngliche Bereiche.
In griin und blau markiert sind ProtK-geschiitzte Bereiche. B) In-Gel-Fluoreszenz des markierten ET-B-Rezeptors. Gezeigt sind
Fraktionierung, Glykosidase und ProtK-Verdau. Fiir den Glykosidase- und ProtK-Verdau wurden 5 pl der mikrosomalen
Fraktion eingesetzt. Modifiziert aus2.

Zu Beginn wurde der Translationsmix durch eine 10-minitige Zentrifugation in den Uberstand
und die mikrosomale Fraktion getrennt. In der In-Gel-Fluoreszenz ist in jeder der drei
Fraktionen eine Bande auf der Hohe von 38 kDa zu erkennen, die sich in den einzelnen
Fraktionen unterscheidet (Abb. 10B). Wahrend im Translationsmix und in der mikrosomalen
Fraktion eine intensive zusatzliche Bande oberhalb von 38 kDa zu erkennen ist, ist diese
Bande im Uberstand schwach ausgepragt. Nach einem Glykosidase-Verdau der MF mit
PNGase F ist diese Bande nicht mehr detektierbar. Dieses Ergebnis deutet auf eine
Glykosylierung hin und somit auf eine Translokation des N-Terminus in das Lumen der
Mikrosomen. Zuséatzlich ist eine intensive Bande auf Hohe der 17 kDa Markerbande zu
erkennen. Diese Bande resultiert aus der Uberschussigen, vorbeladenen tRNA, deren
fluoreszenzmarkierte Aminosaure nicht in den ET-B-Rezeptor eingebaut worden ist. Aufgrund
der vorhandenen Translokation des N-Terminus, welche besonders in der MF detektierbar
war, wurde diese Fraktion fur den ProtK-Verdau verwendet. Als Ergebnis zeigten sich
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spezifische Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von 6-9 kDa, 11 kDa und 18-40
kDa in der In-Gel-Fluoreszenz und im Autoradiogramm Banden. Aufgrund der unterschiedlich
markierten Aminosauren (*C-Leucin im Vergleich zu fluoreszenzmarkiertem Lysin, welches
an der Position von Phenylalanin-Codons statistisch eingebaut wurde) sind die erhaltenen
Banden im Fluoreszenzgel und im Autoradiogramm unterschiedlich stark ausgepragt. Die drei
Banden im Bereich von 6-9 kDa korrelieren mit den Berechneten molekularen Grofen der im
Inneren der Mikrosomen gelegenen Loops mit den assoziierten Transmembrandoméanen. Die
ausgepragte Bande auf der Hohe von 11 kDa entsprach dem berechneten Molekulargewicht
des N-terminalen Peptides inklusive der ersten Transmembrandomane. Banden, die oberhalb
von 18 kDa liegen, deuten auf einen unvollstandigen Verdau des ET-B-Rezeptors durch ProtK
hin. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die vorliegenden Ergebnisse Bestandteil einer 2017
erschienenen Publikation sind, in der zusatzlich die Funktionalitat des ET-B-Rezeptors Uber
einen Radioliganden-Bindungsassay gezeigt werden konnte?*®. Zusammenfassend wird durch
dieses Kapitel deutlich, dass sich die zellfreie Proteinsynthese auf Basis eines eukaryotischen
Lysates flr die Synthese von zytosolischen und komplexen Proteinen mit posttranslationalen
Modifikationen eignet. Zusatzlich ermoglichen die endogen enthaltenen Mikrosomen eine
Einbettung von Membranproteinen in eine nahezu natlirliche Membran. Auf Grundlage dieser
Ergebnisse werden im dritten Kapitel zwei ausgewahlte pharmazeutisch relevante Proteine,
welche eine vergleichbare Komplexitat zum ET-B-Rezeptor aufzeigen, erst statistisch und
nachfolgend ortsspezifisch modifiziert.

3.3. Modifizierung von therapeutisch relevanten Proteinen durch Amber-
Suppression

Die Herstellung von therapeutischen Proteinen ist ein hoch komplexer Prozess und kann
mehrere Tausend einzelne Produktionsschritte beinhalten®*®. Aufgrund von komplexen
dreidimensionalen Strukturen kdnnen Proteine meistens nicht komplett Gber chemische
Ligation synthetisch hergestellt werden und mussen deshalb in lebenden Zellen produziert
werden. Die Charakteristika des hergestellten Proteins hangen dabei von der Wahl der
Zelllinie, dem Ursprung der Spezies und den Kultivierungsbedingungen ab. Besonders
posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen koénnen durch heterologe
Expressionssysteme inkorrekt ausgebildet werden, wodurch die Funktionalitat des Proteins
beeinflusst werden kann. Durch Protein-Engineering werden Eigenschaften von ausgewahlten
Targets so verandert, dass z. B. die Serum-Halbwertszeit und somit die Wirkung von
Therapeutika verlangert wird, aber auch die Erkennung und Funktionalitat der Therapeutika
verbessert werden. Fur eine Erhéhung der Serum-Halbwertszeit kbnnen Therapeutika durch
PEGylierung derivatisiert oder an Albumin- und Fc-Fragmente fusioniert werden. Zusatzlich
kénnen Signalpeptide angefligt oder Antikérper-Wirkstoff-Konjugate generiert werden, um
toxische Effekte durch eine unspezifische Bindung zu reduzieren und im Gegenzug die
spezifische Erkennung des Therapeutikums zu erhdhen 24°. Verschiedene Methoden wie
Zelllinien-Engineering, rationales Proteindesign oder gerichtete Evolution der Proteinstruktur
werden oftmals angewandt, um Proteine mit verbesserten Eigenschaften zu erhalten. Eine
weitere Mdglichkeit besteht in der Erweiterung von reaktiven Seitengruppen, wie sie bei
Lysinen und Cysteinen vorkommen durch die Einbringung von nicht-kanonischen
Aminosauren. Durch die Verwendung der Amber-Suppressions-Methodik (Kapitel 1.4.1,
Abb. 3) kénnen nkAss an ausgewahlten Positionen im Protein eingebracht werden. Eine
schematische Ubersicht des Arbeitsablaufes flr das Kapitel 3.3 befindet sich in Abbildung 11.
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Abbildung 11. Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur Generierung von modifizierten Proteinen durch Amber-
Suppression. Dargestellt sind die einzelnen Schritte, beginnend mit der Identifikation von geeigneten Positionen fiir die
Integration eines Amber-Stopcodons in eine Gensequenz bis hin zu Analysen des modifizierten Proteins und moglichen
Anwendungen. Die griinen Pfeile implizierten Analysemethoden und Anwendungen die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt wurden. Schwarze Pfeile implizierten weitere mogliche Anwendungen.

Im folgenden Abschnitt werden die nkAss pPa und AzF verwendet. Beide Aminosauren sind
strukturell ahnlich zum Tyrosin, sodass eine modifizierte E. coli Tyrosin-Synthetase eingesetzt
werden konnte, um die erwahnten nkAs spezifisch an eine Suppressions-tRNA aminoacylieren
zu konnen'®'®, Zusatzlich sind fiir die vorhandenen Alkin (pPa) und Azid- (AzF)-Gruppen
verschiedene chemoselektive Reaktionen bekannt, die unter physiologischen Bedingungen
ablaufen kénnen. Im ersten Teil wird die Adressierung des Amber-Stopcodons durch eine
vorbeladene tRNA betrachtet sowie der Einbau von pPa und AzF in das Fusionsprotein
Adora2a_amb215-Nluc analysiert und optimiert (Abb. 12). Im zweiten Schritt wird die
Kopplungsreaktion zwischen der Alkin-Gruppe des pPa mit Fluoreszenzfarbstoffen adressiert,
um im dritten Schritt die erhaltenen Ergebnisse auf die Modifizierung des therapeutischen
Proteins Erythropoetin anzuwenden. Zusatzlich werden in diesem Abschnitt erste
Funktionalitatsassays mit dem fluoreszenzmarkiertem Adora2a_Nluc etabliert.
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S Glykosylierung

Nluc

Abbildung 12. Schematische Darstellung des Modelprotein Adora2a_amb215-Nluc. Der Adora2a besitzt am Codon, welches
fir die Aminosaure 215 codiert ein Amber-Stopcodon. Downstream des Amber-Stopcodons wurde eine Nluc fusioniert,
welche nach einer Adressierung des Amber-Stopcodons translatiert wird. Modifiziert aus 230,

3.3.1. Adressierung des Amber-Stopcodons

In Abschnitt 3.2.2 wurde der ET-B-Rezeptor durch den Einbau eines fluoreszierenden
BODIPY-TMR-Lysins statistisch markiert. Die Markierung erfolgte Uber den Einsatz der
vorbeladenen tRNA, deren Anticodon Phenylalanin-Codons (BP-GAA) adressierte. Im
Gegensatz dazu, wurde in den folgenden Ergebnissen eine tRNA verwendet, welche ebenfalls
ein BODIPY-TMR-Lysin tragt, aber als Anticodon ein CUA besitzt und somit das Amber-
Stopcodon adressierte (BP-CUA). Die erfolgreiche Adressierung des Amber-Stopcodons
wurde uber In-Gel-Fluoreszenz (Abb. 13A), Uber die Translation der Nluc durch einen
Lumineszenz-Assay (Abb. 13B) im Vergleich zum Vollldngenkonstrukt ohne internes Amber-
Stopcodon in Gegenwart der BP-CUA sowie Uber Autoradiographie (Abb. 13C) anhand der
erhaltenen Volllangen-Proteinbande analysiert. Als Kontrolle wurde das Amber-Konstrukt in
einer zellfreien Synthese mit dem BP-GAA inkubiert. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt eine
spezifische Bande auf einer Hohe von 38 kDa bei einer Synthese des Adora2a_amb215-Nluc-
Konstruktes in Gegenwart der BP-CUA (Abb. 13A). Die Supplementierung der BP-GAA zum
Amber-Konstrukt zeigt eine Fluoreszenzbande auf Héhe von ca. 17 kDa, welche mit dem
berechneten molekularen Gewicht des Terminationsproduktes Ubereinstimmt. Eine
Volllangenbande ist in diesem Ansatz nicht detektierbar. Das Konstrukt ohne Amber-
Stopcodon resultiert in Gegenwart der BP-CUA in keiner detektierbar Proteinbande auf einer
Hohe von 38 kDa. Stattdessen war ebenfalls eine schwache Bande auf der Héhe von 17 kDa
erkennbar, welche nicht im Autoradiogramm detektiert wurde. Diese Bande korrelierte mit der
freien BODIPY-TMR-Lysin-tRNA. Das Autoradiogramm zeigt vergleichbare Ergebnisse mit
dem Unterschied, dass eine Volllangenbande in der Synthese des Konstruktes ohne Amber-
Stopcodon zu erkennen ist. Die Fraktionierung des Translationsmixes in SN und MF ergibt
einen hdheren Anteil an Zielprotein in der SN-Fraktion im Vergleich zur MF-Fraktion. Die
erhaltenen Ergebnisse aus In-Gel-Fluoreszenz und Autoradiographie spiegeln sich ebenfalls
im Nluc-Assay wieder. Lumineszenzwerte konnten fur die Synthese des Adora2a-Nluc-
Konstrukts sowie fur das Adora2a_amb215-Nluc-Konstrukt in Gegenwart der BP-CUA
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erhalten werden. 75 % der erhaltenen Lumineszenzwerte konnten im Uberstand detektiert
werden. Der Vergleich der Synthese des Adora2a-Nlucs zum Adora2a_amb215-Nluc-
Konstrukt zeigt, dass ca. eine 20%ige Adressierung des Amber-Stopcodons mit der BP-CUA
erreicht werden konnte. Die Synthese des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes in Gegenwart
der BP-GAA resultierte in einem Lumineszenzsignal von 2 % im Vergleich zum
Volllangenprotein.
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Abbildung 13. Fluoreszenzmarkierung des Adenosinrezeptors mit vorbeladenen tRNAs. A) In-Gel-Fluoreszenz des Adora2a-
Nluc mit und ohne Amber-Stopcodon in Gegenwart der tRNA BP-CUA oder BP-GAA. Der Translationsmix (TM) wurde in den
Uberstand (SN) und in die mikrosomale Fraktion (MF) fraktioniert. B) Analyse der Translation des Reporterproteins Nluc,
fusioniert an den C-Terminus des Adora2a durch die Messung der Lumineszenz. C) Autoradiogramm des de novo
synthetisierten Adora2a durch den statistischen Einbau von '#C-Leucin wahrend der zellfreien Reaktion. Modifiziert aus 2°°.

Im Gegensatz zu der verwendeten halb-synthetischen vorbeladenen tRNA kann die
eingesetzte Suppressions-tRNA (tRNATyrCUA) durch eine modifizierte Tyrosin-Synthetase
(eAzFRS) enzymatisch mit der nicht-kanonischen Aminosaure aminoacyliert. Durch die
enzymatische Aminoacylierung wird der naturliche Prozess der Beladung der tRNA mit der
spezifischen Aminosaure nachgestellt, wodurch ein Recycling der tRNA mdglich ist. Eine
Ubersicht der eingesetzten nkAs mit den mdglichen Kopplungsreaktionen befindet sich in der
Abbildung S1 im Anhang. Im folgenden Abschnitt werden AzF und pPa in das Modelprotein
mit dem Ziel integriert, eine mdglichst hohe Suppressionseffizienz zu erreichen. Die
Suppressionseffizienz wurde im Vergleich zum Adora2a-Nluc ohne Amber-Stopcodon
bestimmt. Der Einbau der nkAs AzF ist in Abbildung 14 dargestellt. Es wurden
Suppressionseffizienzen zwischen 14 und 22 % erreicht, welche somit vergleichbar zu der
Adressierung des Amber-Stopcodons durch den Einsatz von BP-CUA waren. Die hdchste
Suppressionseffizienz (22 %) wurde durch den Einsatz von 2 mM AzF, 3 uM tRNATyrCUA
und 3 uM eAzFRS erreicht. Eine Erhéhung der Synthetasekonzentration auf 5 yM reduzierte
die Suppressionseffizienz um 6 %. Die Erhdhung der Suppressions-tRNA auf 5 uM resultierte
in einer Suppressionseffizienz von 19 %. Die Reduktion von tRNA oder Synthetase wahrend
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der zellfreien Proteinsynthese zeigte ebenfalls einen negativen Effekt auf den Einbau der
nkAs. In den Negativkontrollen wurde die zellfreie Synthese in der Abwesenheit von nkAs,
tRNA oder Synthetase durchgefuhrt. Es wurden Suppressionseffizienzen von 0,25 %
(Synthese ohne Suppression-tRNA bzw. ohne Synthetase) und 2 % (Synthese ohne nkAs)
erhalten. Durch die geringe Einbaueffizienz der nkAs AzF konnte im Autoradiogramm kein
Volllangenprotein Adora2a-Nluc detektiert werden.
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1 UM tRNA 3 UM tRNA 5 UM tRNA 5 UM tRNA | 2mM AzF | 2 mM AzF

2 mM AzF ohne AzF | ohne tRNA ohne
eAzFRS

Abbildung 14. Einfluss der orthogonalen Komponenten auf die Suppressionseffizienz. Fir die Bestimmung der
Suppressionseffizienzen wurden Ansdtze mit unterschiedlichen Konzentrationen an tRNA (1-5 pM) und Synthetase (2-4 uM)
in Gegenwart von 2 mM AzF prépariert. Die Einbaueffizienz wurde anhand der translatierten Nluc bestimmt und auf die
Synthese des Volllangenproteins ohne Amber-Stopcodon in der Gensequenz normiert.

Im Vergleich zur Inkorporation von AzF konnte durch den Einsatz von pPa eine wesentlich
héhere Suppressionseffizienz zwischen 63 und 81 % erreicht werden (Abb. 15A). Eine
maximale Suppressionseffizienz von 81 % wurde durch den Einsatz von 2 mM pPa, 2 uM
tRNATyrCUA und 3 pM eAzFRS erreicht. Wahrend eine Variation der Konzentration von
Suppressions-tRNA in einer Anderung von maximal 6 % in der Suppressionseffizienz
resultiert, zeigt die Erhdhung der Synthetasekonzentration von 2 uM auf 3 oder 4 UM eine
Erhdhung von 18 bzw. 7 %. In Abwesenheit einer der orthogonalen Komponenten wahrend
der zellfreien Synthese wurden, wie auch bei der Inkorporation von AzF, wesentlich niedrigere
Einbaueffizienzen detektiert, welche einen prozentualen Anteil von 4 % (ohne pPa), 0,3 %
(ohne tRNA) und 0,7 % (ohne Synthetase) aufzeigten. Im Autoradiogramm wurde eine
spezifische Bande auf der Héhe von 38 kDa in Gegenwart von tRNA, Synthetase und nkAs
detektiert (Abb. 15B). Die Intensitaten der Banden unterschieden sich zwischen den
verschiedenen Konzentrationen kaum. Das Fehlen einer Komponente fir die Amber-
Suppression (tRNA, pPa oder eAzFRS) wahrend der zellfreien Synthese fuhrte zu keinem
detektierbaren Volllangenprotein.
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Abbildung 15. Einfluss der orthogonalen Komponenten auf die Suppressions-Effizienz. Fir die Bestimmung der
Suppressions-Effizienz wurden Ansatze mit unterschiedlichen Konzentrationen an tRNA (2-4 uM) und Synthetase (2-4 pM) in
Gegenwart von 2 mM pPa prapariert. Die Einbau-Effizienz wurde anhand der translatierten Nluc bestimmt und auf die
Synthese des Vollldngenproteins ohne Amber-Stopp-Codon in der Gensequenz normiert.

3.3.2. Bioorthogonale Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an die reaktive Gruppe
der nkAs

Aufgrund der geringeren Einbaueffizienz der nkAs AzF in das Adora2a_amb215-Nluc-
Konstrukt wurde die Kopplungsreaktion von Azid-konjugierten Farbstoffen an die Alkin-Gruppe
des pPas untersucht. Der erste Abschnitt des Kapitels befasst sich mit der Analyse der kupfer-
katalysierten Klickreaktion. Zu diesem Zweck wurden zwei verschiedene Cu(l)-stabilisierende
Komponenten (THPTA und L-His) sowie zwei Alkin-modifizierte Molekule (pPa und Alexa Fluor
647-Alkin, AF647-Alkin) miteinander vergleichen. Bei einer erfolgreichen Kopplung der
Alkingruppe mit der Azid-Gruppe des nicht-fluoreszierenden Stoffes Azidocoumarin entsteht
ein fluoreszierender Triazol-Coumarin-Komplex mit einem Emissionsmaximum bei 470 nm.
Die Aufnahme des Fluoreszenzspektrums der Kombination von verschiedenen Stabilisatoren
und Alkin-Derivaten mit Coumarin ist in Abbildung 16 dargestellt. Wie erwartet, konnte ein
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Emissionsmaximum bei 470 nm in den Ansatzen mit pPa und THPTA, pPa und L-His sowie
AF647-Alkin und THPTA detektiert werden. Die Intensitat zeigte fur den Ansatz mit pPa und
THPTA im Vergleich zum Stabilisator L-His und zum Alkin-modifizierten AF647 ein deutlich
hoheres Signal. Fir den Ansatz mit AF647-Alkin und L-His sowie fiir die Kontrollen, welche
den Katalysator in Form von CuSOs nicht enthielten, konnte kein Fluoreszenzsignal detektiert
werden.
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——pPa + L-His
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= AF647-alkin + L-His
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Abbildung 16. Analyse der Fluoreszenzintensitit des Triazol-Coumarin-Komplexes nach der CuAAC. Der Einfluss von
verschiedenen Parametern (Stabilisatoren und Alkine) auf die Umsetzung von Azidocoumarin zu Triazol-Coumarin durch die
CuAAC wurde analysiert. Die Proben wurden bei 405 nm angeregt und ein Emissionsspektrum von 440- 540 nm
aufgenommen.

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde THPTA als Stabilisator fir die folgenden
Klickreaktionen verwendet. In einem zweiten Schritt wurde die CUAAC auf das Modelprotein
Adora2a-Nluc mit inkorporierter nkAs pPa angewandt. Um der negativen Wirkung von freien
Cu(l)-lonen auf das Protein entgegenzuwirken?®', wurde eine minimale CuSOs-Konzentration
bestimmt, welche den Ablauf der CUAAC mit dem Farbstoff Silikon-Rhodamin-Azid (SiR-Azid)
gewahrleistet, aber die Proteinstruktur mdglichst intakt halt. Es wurden CuSOs-
Konzentrationen im Bereich von 0 yM bis 500 pM eingesetzt (Abb. 17A). Die In-Gel-
Fluoreszenz (Abb. 17A) zeigte eine spezifische Bande ab dem Einsatz von 100 yM CuSO4 mit
einem Intensitatsmaximum bei 200 uM. Bei einer CuSOs-Konzentration kleiner als 100 yM war
keine Fluoreszenzbande zu detektieren. Bei einer CuSO4-Konzentration von 500 uM war die
Intensitat der Fluoreszenzbande weniger intensiv als bei 100 oder 200 uM CuSOs. Eine
zellfreie Proteinsynthese in Abwesenheit der tRNATyrCUA zeigte bei keiner verwendeten
CuSOs-Konzentration eine spezifische Fluoreszenzbande. Im Autoradiogramm (Abb. 17B)
waren die intensivsten Proteinbanden bei CuSO4-Konzentrationen von 0-50 uM zu erkennen.
Bei CuS0O4-Konzentrationen von 100-200 uM war die Proteinbande schwacher, wahrend sie
bei 500 yM CuSO4 beinahe verschwand. Die Synthesen in Abwesenheit von tRNATyrCUA
zeigten keine Volllangenbanden des Adora2a-Nluc. Dafir war eine intensive Bande auf der
Hohe des zu erwartenden Terminationsproduktes zu erkennen. Aufgrund der intensiven
Fluoreszenzbande bei einer CuSOs-Konzentration von 200 uM und der detektierbaren
Proteinbande in der Autoradiographie wurde diese Konzentration in den folgenden
Experimenten verwendet.
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Abbildung 17. Einfluss von verschiedenen Kupfersulfat-Konzentrationen auf die CUAAC und die Proteinintegritat. A) In-Gel-
Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides durch die CuUAAC an die Alkin-Gruppe des pPas. Die Proben wurden bei 632 nm
angeregt und die Emission bei 670 nm detektiert. B) Autoradiogramm der mit unterschiedlichen Kupfersulfat-
Konzentrationen (0-500 uM) behandelten Proben.

Neben der Anpassung der Kupferkonzentration wurde eine Analyse der Farbstoffkonzentration
(Abb. 18A) und der Inkubationszeit (Abb. 18B) durchgeflihrt. Das SiR-Azid wurde in den
Konzentrationen von 0-20 uM wahrend der CUAAC eingesetzt. In Abwesenheit des Farbstoffes
war keine Fluoreszenzbande detektierbar. Durch den Einsatz von 3 uM ist eine leichte Bande
auf der zu erwartenden Hohe zu erkennen, die mit steigender Farbstoffkonzentration an
Intensitat zunimmt. Die Hintergrundfluoreszenz des SiR-Azides nahm mit steigender
Konzentration marginal zu. Die Abwesenheit der tRNATyrCUA wahrend der zellfreien
Synthese in Kombination mit der anschlieRenden Markierungsreaktion fuhrte bei keiner
Farbstoffkonzentration zu einer fluoreszierenden Produktbande. Es ist anzumerken, dass die
Anpassung der eingesetzten Konzentration zwischen den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffen variiert, da zum Beispiel bei den Farbstoffen Sulfo-Cy5-Azid und
DyLight650-Phosphin bereits bei geringeren Konzentrationen (3-5 uM) eine intensive
Fluoreszenzbande detektiert werden konnte. Das SiR-Azid wurde in einer Konzentration von
20 yM eingesetzt.
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Abbildung 18. Einfluss von verschiedenen Farbstoffkonzentrationen und Inkubationszeiten auf die In-Gel-Fluoreszenz. A)
In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides durch die CUAAC an die Alkin-Gruppe des pPas. Es wurden verschiedene
Konzentrationen an SiR-Azid im Bereich von 0-20 uM eingesetzt. B) In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides nach
verschiedenen Inkubationszeiten zwischen 0 min und 24 Stunden.
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Die unterschiedlichen Inkubationszeiten beziehen sich auf die Dauer der Klickreaktion. Das
bedeutet, dass ohne zusatzliche Inkubation der Labeling-Mix zu der mikrosomalen Fraktion
gegeben und direkt im Anschluss die Aceton-Fallung durchgeflhrt wurde. Aufgrund der oben
genannten Eigenschaften der CuAAC wie Stabilitat, Wasserkompatibilitat und eine gute
Umsetzungsrate kann vermutet werden, dass diese Reaktion wahrend der Aceton-Fallung
weiterhin ablauft. Diese Vermutung wird unterstitzt durch die vorhandene Fluoreszenzbande
bei einer Inkubationszeit der CuUAAC von 0 min (Abb. 18B). Im Vergleich zu langeren
Inkubationszeiten der Klickreaktion ist diese Bande weniger intensiv. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min ist eine Steigerung der Intensitdt der fluoreszierenden
Produktbande zu erkennen. Zusatzlich steigen die Intensitat von Nebenbanden sowie der
Fluoreszenzhintergrund des Farbstoffes. Wahrend bei einer Inkubationszeit von 0 min kaum
Hintergrund zu erkennen war, konnte nach 24 Stunden die Zielproteinbande beinahe nicht
vom Hintergrund unterschieden werden. Eine zellfreie Synthese in Abwesenheit der
Suppressions-tRNA mit anschlieRender CuAAC bei unterschiedlichen Inkubationszeiten
resultierte in keiner detektierbaren Fluoreszenzbande. Fir weitere Experimente wurde eine
Inkubationszeit der CUAAC von 30 min gewahlt.

Fluoreszenzmarkierte Membranproteine sind insbesondere fir Interaktionsstudien oder auch
fur Ligand-Screening-Verfahren von Interesse. Idealerweise befindet sich das
Membranprotein wahrend der Analytik in einer Membran-ahnlichen Umgebung. Durch die
Integration der zellfrei hergestellten Membranproteine in die mikrosomale Membran kann
diese Grundlage gewahrleistet werden. Um Interaktionsstudien wie zum Beispiel Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer zwischen Ligand und fluoreszenzmarkiertem Membranprotein,
zwischen einzelnen Untereinheiten des Proteins oder sogar zwischen verschiedenen
Proteinen analysieren zu konnen, sollte im Vorfeld der Einfluss von Farbstoffen auf die
Integritdt der Mikrosomen analysiert werden. Zusatzlich sollte die Detektion des
fluoreszenzmarkierten Proteins in den mikrosomalen Membranen maoglich sein. Aus diesem
Grund wurden die Mikrosomen mit verschiedenen Farbstoffen inkubiert. Als Beispiel sind im
Folgenden die Inkubationen mit den Farbstoffen DyLight488-Phosphin, Sulfo-Cy3-Azid und
DyLight650-Phosphin dargestellt (Abb. 19). Die erhaltenen Signale wurden verschiedenen
Farben zugeordnet, sogenannten Falschfarben (DyLight488-Phosphin und 6-FAM-Azid: gelb,
Sulfo-Cy3-Azid: blau, DyLight650-Phosphin und Sulfo-Cy5-Azid: rot). Die Inkubation der
Mikrosomen mit den drei dargestellten Farbstoffen zeigt im Vergleich zu den Proben mit
unbehandelten Mikrosomen keinen Unterschied in der Mikrosomenintegritat. Es werden
weiterhin Agglomerate mit einem Mikrosomendurchmesser im Bereich von 1- 10 ym gebildet.
Wahrend die unbehandelten Mikrosomen bei einer Anregung von 488 und 633 nm keine
Fluoreszenzemission oberhalb von 505 nm bzw. 650 nm aufzeigen, ist eine Eigenfluoreszenz
durch die Anregung bei 515 nm im Bereich von 550-580 nm zu erkennen. Die
Eigenfluoreszenz der Mikrosomen lasst keinen Unterschied zwischen der unbehandelten und
mit Sulfo-Cy3-Azid inkubierten Probe erkennen. Die Analyse bei einer Emission oberhalb von
505 nm bzw. 670 nm zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen der unbehandelten Probe
und der mit Farbstoff inkubierten Probe. Wahrend keine Fluoreszenz bei den unbehandelten
Mikrosomen zu erkennen war, zeigten die mit Farbstoff inkubierten Mikrosomen ein starkes
Fluoreszenzsignal, welches mit den Mikrosomen kolokalisierte. Anhand dieser Analyse sind
Farbstoffe mit einem Emissionsbereich von 550-580 nm aufgrund der Eigenfluoreszenz der
Mikrosomen fur mikroskopische Untersuchungen ungeeignet, wahrend Farbstoffe mit einem
Emissionsbereich von 505-540 nm bzw. oberhalb von 670 nm fir mikroskopische
Untersuchungen geeignet sind. Generell zeigte sich eine sehr starke unspezifische Farbung
der Mikrosomen durch die eingesetzten Farbstoffe, weshalb ein Screening von 20
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verschiedenen Farbstoffen durchgeflihrt wurde und davon zwei Kandidaten ermittelt werden
konnten, welche sich flir mikroskopische Anwendungen eigneten. Die mikroskopische Analyse
des Modelproteins Adora2a_amb215-Nluc mit den gekoppelten Farbstoffen Sulfo-Cy5-Azid
bzw. 6-FAM-Azid ist in Abb. 20 und 21 dargestellt.

Unbehandelte Mikrosomen Mit Farbstoff behandelte Mikrosomen

Fluoreszenz Durchlicht Uberlagerun

Fluoreszenz Durchlicht Uberlagerung

Anregung: 488 nm; Emission: LP 505 DyLight 488-phosphin — 20 yM
Anregung: 515 nm; Emission: BP 550-580 Sulfo-Cy3-Azid — 20 pM
Anregung: 633 nm; Emission: LP 650 nm DyLight 650-Phosphin — 20 uM

Abbildung 19. Analyse der Mikrosomen in Gegenwart von Fluoreszenzfarbstoffen durch konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie. Die mikrosomale Fraktion wurde fiir zwei Stunden mit 20 uM des jeweiligen Farbstoffes inkubiert und nach
einem Waschschritt mit PBS auf einen IBIDI-Objekttrager aufgetragen und analysiert. Angegeben sind die verwendeten
Anregungs- und Emissionswellenlangen.

Wahrend in der In-Gel-Fluoreszenz der Negativkontrolle, welche ohne eAzFRS im zellfreien
System translatiert wurde, keine Bande zu erkennen ist, markiert der Farbstoff Sulfo-Cy5-Azid
aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften ebenfalls unspezifisch die Mikrosomen (Abb. 20,
obere Zeile). Im Gegensatz zu den DyLight-Phosphin-Farbstoffen besitzt dieser Farbstoff in
wassriger Umgebung zwei Sulfit-Gruppen, wodurch die hydrophobe Eigenschaft reduziert und
die Hydrophilie des Molekulls erhéht wird. Dadurch werden die Mikrosomen weniger stark
unspezifisch angefarbt als die Mikrosomen in Gegenwart von DyLight-Phosphin. Vergleicht
man die unspezifische Farbung des Sulfo-Cy5-Azides mit dem positionsspezifisch markierten
Adora2a_amb215-Nluc ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen. Bei identischen
Einstellungen wahrend der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie zeigt die Probe mit dem
fluoreszenzmarkierten Protein Adora2a-Nluc eine intensivere Farbung der Mikrosomen (Abb.
20, untere Zeile). Zusatzlich zeigt der Farbstoff Sulfo-Cy5-Azid kaum Nebenbanden in der In-
Gel-Fluoreszenz, wahrend die Zielproteinbande deutlich detektierbar ist. Zusammenfassend
ist dieser Farbstoff sehr gut fir analytische Zwecke auf Basis von In-Gel-Fluoreszenz und
Mikroskopie geeignet.
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Abbildung 20. Analyse des Farbstoffes Sulfo-Cy5-Azid durch In-Gel-Fluoreszenz und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM). Oberes Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM der Negativkontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Farbung der
Mikrosomen durch Sulfo-Cy5-Azid. Als Negativkontrolle diente eine Synthese des Adora2a_amb215-Nluc in Abwesenheit der
eAzFRS. Unteres Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM des fluoreszenzmarkierten Adora2a_amb-Nluc nach einer zellfreien
Synthese in Gegenwart samtlicher orthogonalen Komponenten. Die Bilder der In-Gel-Fluoreszenz der beiden Proben, als auch
die CLSM-Bilder, wurden mit identischen Einstellungen aufgenommen. Modifiziert aus 2°C.

Die In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten Farbstoffes 6-FAM-Azid resultierte bei der Synthese
ohne eAzFRS in einer unspezifischen ,Wolke* auf Hohe der Fluoreszenzbande des
Zielproteins (Abb. 21). Diese Wolke wurde wiederholt auf dieser Hohe detektiert, welche mit
hdéheren Farbstoffkonzentrationen in ihrem Durchmesser wuchs. Aulerdem war eine
Nebenbande auf der Hohe von 15 kDa zu erkennen. Trotz dieser unerwiinschten Effekte des
6-FAM-Azides war eine spezifische Fluoreszenzbande des markierten Adora2a_ Nlucs,
welche wesentlich scharfer und definierter erscheint als die Farbstoffwolke, zu erkennen. Die
konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie zeigte in der Negativkontrolle eine schwache
unspezifische Fluoreszenz des Farbstoffes, welche mit den Mikrosomen kolokalisiert (Abb. 21,
obere Zeile). Im Vergleich zum Sulfo-Cy5-Azid erscheint die unspezifische Farbung weniger
intensiv. Die Fluoreszenzbilder in Gegenwart des markierten Adora2a_Nlucs resultierten in
einem intensiven Fluoreszenzsignal, welches mit den Mikrosomen kolokalisierte (Abb. 21,
untere Zeile). Das 6-FAM-Azid besitzt ebenfalls polare Endgruppen in Form von
Hydroxygruppen, wodurch eine unspezifische Einlagerung in die hydrophobe Membran der
Mikrosomen verringert wird. Zusammenfassend ist dieser Farbstoff ebenfalls fir
mikroskopische Analysen geeignet sowie begrenzt fur die Detektion mittels In-Gel-
Fluoreszenz. Eine Ubersicht der analysierten Farbstoffe ist in Abbildung S2 im Anhang zu
finden.
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Abbildung 21. Analyse des Farbstoffes 6-FAM-Azid durch In-Gel-Fluoreszenz und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie.
Oberes Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM der Negativkontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Farbung der
Mikrosomen durch 6-FAM-Azid. Die Negativkontrolle besteht aus der Synthese des Adora2a_amb215-Nluc in Abwesenheit
der eAzFRS. Unteres Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM des fluoreszenzmarkierten Adora2a_amb-Nluc nach einer zellfreien
Synthese in Gegenwart simtlicher orthogonalen Komponenten. Die Bilder der In-Gel-Fluoreszenz der beiden Proben, als auch
die CLSM-Bilder wurden mit identischen Einstellungen aufgenommen.

3.3.3. Proteinmodifikation und Funktionalitatsstudien auf Basis der Amber-
Suppression

Im anschlieRenden Kapitel werden zwei Anwendungsbeispiele der Amber-Suppression
aufgezeigt. Das erste Beispiel beschaftigt sich wie in Abschnitt 3.3 dargelegt mit der
PEGylierung des Hormons EPO. Fur die PEGylierung von EPO wurde das Codon der
Aminosaure Serin an Position 153, an welcher sich eine O-Glykosylierung befindet, durch das
Amber-Stopcodon ausgetauscht. Das Amber-Stopcodon in dem verwendeten Konstrukt lief3
sich sowohl von AzF, als auch von pPa adressieren und Uber Staudinger Ligation bzw. CUAAC
mit DyLight650-Phosphin bzw. Sulfo-Cy5-Azid modifizieren (Abb. 22A und B). Auffallig sind
die vier definierten Banden, welche in der In-Gel-Fluoreszenz zu erkennen sind. Diese sind
zurtckflhren auf die drei vorhanden N-Glykosylierungsstellen des EPOs. Die unterste Bande
korreliert dementsprechend mit dem nicht-glykosylierten, aber fluoreszenzmarkierten Produkt,
wahrend die oberste Bande das vollstandig (dreifach) glykosylierte und fluoreszenzmarkierte
Produkt darstellt. Nach einem Glykosidase-Verdau mit PNGase F sind die Banden des
glykosylierten EPOs in der In-Gel-Fluoreszenz nicht mehr detektierbar (Abb. 22A). Wahrend
die In-Gel-Fluoreszenz vier definierte Banden zeigte, erschienen die Banden in der
Autoradiographie verschwommen. Durch den PNGase F-Verdau entstanden zwei definierte
Banden, bei denen es sich um das deglykosylierte Terminations- bzw. Volllangenprodukt
handelte. Wurde die zellfreie Synthese in Abwesenheit der nkAs AzF durchgefiihrt, erschienen
die Banden im Autoradiogramm wiederum definierter. Zusatzlich konnte auf einer Hohe von
35 kDa die Bande des dreifach glykosylierten Volllangenproduktes nicht mehr detektiert
werden. Nach einem PNGase F-Verdau konnte in dieser Probe nur eine Bande detektiert
werden, welche auf das de-glykosylierte Terminationsprodukt zurlickzufihren war. Wahrend
die Fluoreszenzmarkierung des Adora2a-Nlucs mit Sulfo-Cy5-Azid kaum Nebenbanden in der
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In-Gel-Fluoreszenz aufzeigte, wurde am Beispiel des EPOs eine hoéhere Anzahl an
Nebenbanden detektiert (Abb. 22B). Dies kann zum einen auf die unterschiedlichen
Proteinausbeuten zurlickzufiihren sein, die beim Adora2a-Nluc um den Faktor 10 hoher waren
oder auf den unterschiedlichen Ursprung des verwendeten Lysates. Wahrend der Adora2a-
Nluc in einem zellfreien CHO-System translatiert wurde, wurde hier ein zellfreies Insekten-
System genutzt. Trotz der Nebenbanden kdnnen ebenfalls die einzelnen Stufen der
Glykosylierung des Volllangenproteins detektiert werden. Die Autoradiographie zeigt im
Gegensatz zum Einbau der AzF definiertere Banden. Zusatzlich war die Bande des
Terminationsproduktes auf einer Hoéhe von 14 kDa weniger intensiv als die Banden der
Volllangenproteine. Dies deutet abermals auf eine hdhere Einbaueffizienz der nkAs pPa im
Vergleich zu AzF hin. Der erfolgreiche Einbau des pPas diente als Grundlage flir die Kopplung
des 10 kDa grof3en PEG-Azides mit Hilfe der CUAAC. Wird die Klickreaktion in Abwesenheit
von Kupfer durchgefuhrt, entsteht ein zur unbehandelten Probe identisches Bandenmuster,
welches weniger intensiv erscheint. In Gegenwart von 200 oder 400 uM CuSO4 kann eine
zusatzliche Bande auf Hohe von ca. 46 kDa detektiert werden. Bei dieser Bande handelte es
sich um das dreifach glykosylierte und PEGylierte EPO. Interessanterweise wurden zwischen
38 kDa und 46 kDa keine Banden keine detektiert. In diesem Bereich mussten die einfach und
zweifach glykosylierten und PEGylierten EPO-Proteine liegen. Die PEGylierung schien
demnach nur auf das vollstandig glykosylierte EPO anwendbar zu sein.
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Abbildung 22. Chemoselektive Modifikation des Erythropoetins. A) In-Gel-Fluoreszenz (linkes Bild) von EPO, markiert mit
DyLight650-Phosphin. Die markierte Probe wurde im Anschluss mit PNGase F verdaut. Autoradiogramm (rechtes Bild) des
unbehandelten und mit PNGase F verdauten EPOs. Die zellfreie Synthese wurde in Gegenwart und in Abwesenheit der nkAs
AzF durchgefiihrt. B) In-Gel-Fluoreszenz (linkes Bild) von EPO, markiert mit Sulfo-Cy5-Azid. Im Autoradiogramm (rechtes Bild)
ist die erfolgreiche Kopplung des Azid-modifizierten PEG-Molekiils an die Alkin-Gruppe des pPas gezeigt. Modifiziert aus 252,

Die hier dargestellten Ergebnisse sind Teil einer Publikation aus dem Jahr 2018 in der
zusatzlich gezeigt werden konnte, dass der Einbau der nkAss AzF und pPa keinen negativen
Einfluss auf die Funktionalitat des Proteins haben?2. Trotz dieser ersten Hinweise, dass keine
Beeintrachtigung der Proteinfunktionalitdt nach dem Einbau einer nkAs vorliegt, wurde ein
Verfahren entwickelt, welches die Analyse der Funktionalitdt eines fluoreszenzmarkierten
Proteins ermdglicht. Die Grundlage fir den Funktionalitdtsassay bildet ein Biolumineszenz-
Resonanzenergietransfer (BRET) zwischen der C-terminalen Nluc des Adora2as und der
eingebauten Aminosaure mit gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff. Das Prinzip des BRET-
Assays ist schematisch in Abb. 23 dargestellt.
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Abbildung 23. Schematische Darstellung des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers. Dargestellt ist die Interaktion der
Nluc mit dem Farbstoff im inaktiven Zustand (linke Halfte), sowie im aktiven Zustand nach Zugabe des Liganden Adenosins
(rechte Hélfte). Nach Bindung des Liganden erfolgt eine strukturelle Anderung, sodass sich der Abstand zwischen Nluc und
Fluorophor verandert. Diese Anderung kann im Folgenden im gemessenen BRET-Signal detektiert werden.

Die Voraussetzung fur einen BRET-Assay bildet die rdumliche Nahe eines Donor-Molekdls,
hier der Nluc mit einem Akzeptor-Molekil, dem Farbstoff BODIPY-TMR. Durch die Aktivierung
der Nluc wird Energie in Form von Licht mit einem Emissionsmaximum von 460 nm erzeugt.
Durch diese Energie kann das raumlich nahe Fluorophor angeregt werden. Eine Anregung ist
jedoch nur moglich bei einer Uberlappung des Emissionsspektrums der Nluc mit dem
Anregungsspektrum des BODIPY-TMR-Farbstoffes. Zur Bestimmung einer mdglichen
ligandabhangigen strukturellen Veranderung des Adora2as mit C-terminal fusionierter Nluc
wurde das Fluorophor in den dritten extrazellularen Bereich inseriert und ein BRET-Assay
durchgefihrt. Im Ligand-ungebundenen Zustand des Adora2as liegen diese Bereiche raumlich
nah beieinander, wodurch ein Energietransfer der Nluc zum Fluorophor messbar sein sollte.
Dieser Effekt wurde zuerst untersucht (Abb. 24). Das Verhaltnis aus dem erhaltenen
Fluoreszenzwert, gemessen bei 600 nm und dem detektierten Lumineszenzwert, ist
dargestellt. Aufgrund des weiten Emissionsspektrums der Nluc, welches bis in den 600 nm
Bereich hineinreicht, wurden verschiedene Kontrollen mitgeflihrt, um den Anteil des erhaltenen
BRET-Verhaltnisses zu ermitteln, welches durch die Nluc-Emission in der gemessenen
Wellenlange verursacht wird. Die erste Kontrolle ergab sich aus der Synthese des
Volllangenkonstruktes in Gegenwart einer vorbeladenen tRNA, welche eine nicht-
fluoreszierende Aminosaure trug. In diesem Ansatz resultierte die gemessene Fluoreszenz bei
600 nm aus der Emission der Nluc, wodurch das ermittelte BRET-Verhaltnis aus Fluoreszenz
und Lumineszenz als Hintergrund bestimmt wurde. Als zweite Kontrolle wurde das AdoraZ2a-
Nluc in Gegenwart der BP-CUA synthetisiert. Mit dieser Kontrolle wurde die unspezifische
Interaktion der Nluc mit freiem BP-CUA betrachtet. Im Vergleich zur ersten Kontrolle war kein
Unterschied im BRET-Verhaltnis zu ermitteln, sodass keine Anregung von nicht-gekoppeltem
Farbstoff durch die Nluc erfolgte. Ein gleiches BRET-Verhaltnis wurde durch die Synthese des
Terminationsproduktes erhalten. In diesem Ansatz war weder eine spezifische Lumineszenz
noch eine spezifische Fluoreszenz zu erwarten, sodass dieses Signal ebenfalls als
Hintergrund betrachtet werden konnte. Ein ahnliches Signal wurde durch die Synthese des
Suppressionsproduktes in Abwesenheit eines Fluoreszenzfarbstoffes erhalten. Erst durch die
Zugabe von BP-CUA wahrend der zellfreien Synthese, welches in dem fluoreszenzmarkierten
Volllangenkonstrukt Adora2a-Nluc resultierte, erhohte sich das BRET-Verhaltnis im Vergleich
zu den Kontrollen um den Faktor 2,4-2,8. Diese Erh6hung zeigte eine Anregung des BODIPY-
TMR-Farbstoffes durch die Nluc, welche auf die raumliche N&he zwischen beiden
Interaktionspartnern zurtickgefuhrt werden konnte.
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Abbildung 24. Bestimmung des BRET-Signals des Adora2a-Nluc im Ligand-ungebundenen Zustand. Die Synthese des
Adora2a-Nluc- oder des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes wurde in Gegenwart von verschiedenen tRNAs durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde das Verhaltnis des Fluoreszenzsignals resultierend durch die Anregung des BODIPY-TMRs oder durch das
breite Emissionsspektrum der Nluc im Vergleich zur Lumineszenz der Nluc bestimmt.

Um einen spezifischen Einfluss des Liganden Adenosins auf die Struktur des Adora2a-Nluc
zu ermitteln, wurden verschiedene Konzentrationen an Adenosin (0-5000 uM) eingesetzt und
im Anschluss das BRET-Verhaltnis bestimmt. Als Kontrolle wurde das Amber-Konstrukt in
Gegenwart der tSerCUA translatiert und mit den gleichen Konzentrationen an Adenosin
behandelt, um eine unspezifische Interaktion zwischen dem Adenosin und der Nluc
ausschlielfen zu kdnnen. Der ermittelte BRET-Wert der Kontrolle wurde vom ermittelten
BRET-Wert der Probe abgezogen. In Abb. 25 sind die erhaltenen BRET-Verhaltnisse des
fluoreszenzmarkierten Adora2a-Nluc in Gegenwart von verschiedenen Adenosin-
Konzentrationen gezeigt. Die Zugabe von Adenosin resultierte in einer Erh6hung des BRET -
Verhaltnisses von 15 % im Vergleich zu der unbehandelten Probe. Das BRET-Verhaltnis der
unterschiedlich eingesetzten Adenosin-Konzentrationen war vergleichbar. Durch die
Anderung des BRET-Signals ist der Schluss mdglich, dass der Einsatz des Liganden Adenosin
eine Konformationsanderung des zellfrei synthetisierten Adora2a-Nlucs hervorrief.
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Abbildung 25. Bestimmung des BRET-Signals des Adora2a-Nluc im Ligand-gebundenen Zustand. Das fluoreszenzmarkierte
Adora2a-Nluc Protein wurde nach der Synthese mit verschiedenen Adenosin-Konzentrationen inkubiert. Der Einfluss des
Adenosins auf die Interaktion der Nluc mit dem gekoppelten BODIPY-TMR-Farbstoff wurde anhand des Verhaltnisses des
ermittelten Fluoreszenzsignals zum Lumineszenzsignal bestimmt. Modifiziert aus2>.

Die Durchfihrung des BRET-Assays nach Einbau von pPa in Kombination mit der Kopplung
von Sulfo-Cy5-Azid durch die CUAAC war aufgrund des toxischen Einflusses des Kupfers auf
die Aktivitat der Nluc nicht méglich (Daten nicht gezeigt). Um das Repertoire an kupferfreien
Klickreaktionen zu erweitern, befasst sich das nachste Kapitel des Ergebnisteils mit der
Etablierung eines orthogonalen Systems auf Basis der Pyrrolysin-Synthetase aus
Methanosarcina mazei.

3.4. Etablierung des PyIRS-AF/tRNAPyICUA-Paares im zellfreien CHO-System

Das Pyrrolysin-basierte orthogonale Translationssystem wird sowohl fir die Inkorporation von
nkAs in E. coli als auch in Saugetierzellen verwendet. Aufgrund der grof3en Bindungstasche
des aktiven Zentrums der MmPyIRS wird das Pyrrolysin hauptsachlich durch unspezifische
hydrophobe Interaktionen erkannt. Durch eine weitere Vergrof3erung der Bindungstasche der
MmPyIRS kénnen sogar Seitenketten bestehend aus Transcycloocten oder Cylcooctin erkannt
werden. In der Summe wurden bis heute tUber 100 verschiedene nkAs durch das Pyrrolysin
basierte orthogonale Translationssystem in ausgewahlte Proteine in vivo integriert, sodass
sich dieses orthogonale System aufgrund der hohen Flexibilitdt besonders fur eine Etablierung
in zellfreien Systemen eignet?24.

Die Herstellung der PylIRS-AF erfolgte in verschiedenen zellfreien Proteinsynthesesystemen
auf Basis von E. coli-, Weizenkeim-, Insekten- und CHO-Zellen zur Identifikation des optimalen
Translationssystems. Eine schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur ldentifikation
des optimalen Translationssystems fur die Herstellung der PylRS-AF ist in Abbildung 26
dargestellt.
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Abbildung 26. Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur Identifikation des optimalen zellfreien
Translationssystems fiir die Herstellung der PyIRS-AF. Die PyIRS-AF wurde in einem zellfreien CHO-, Sf21-, Weizenkeim- oder
E. coli-System translatiert. AnschlieBend wurde der Uberstand der Synthese mit einer dquimolaren oder einer maximalen
Konzentration an PyIRS in eine zweite Reaktion in einem zellfreien CHO-System Uberflihrt. Die Aktivitat der PyIRS-AF wurde
anhand der Lumineszenz der Nanoluziferase bestimmt, welche nur bei einer erfolgreichen Adressierung des Amber-
Stopcodons translatiert wird. Als Kontrolle diente die Synthese des Volllangenprotein Adora2a-Nluc.

Die PylRS-AF konnte prinzipiell in jedem der gelisteten Systeme im Dialyse-Modus
synthetisiert werden (Abb. 27A und B). Es wurden Ausbeuten im Translationsmix von
36,5 ug/ml (Sf21), 175 pg/ml (Weizenkeim), 221 ug/ml (CHO) und 2,3 mg/ml (E. coli) erzielt.
Die héchsten Ausbeuten wurden im E. coli-System erreicht, wahrend die Ausbeuten im CHO-
System um den Faktor 10 bzw. im Weizenkeimsystem um den Faktor 13,4 und im
Insektensystem um den Faktor 63 geringer waren (Abb. 27A). Abhangig von dem gewahlten
zellfreien System zeigte sich eine unterschiedliche Ldslichkeit der Synthetase zwischen 25 %
(CHO), 44 % (E. coli), 66 % (Insekt) und 80 % (Weizenkeim). Zu beachten ist hierbei, dass im
zellfreien E. coli-System die anhand der TCA-Werte berechnete Lo&slichkeit durch die
auftretende Nebenbande beeinflusst wurde. Die Kontrollen ohne eingesetztes DNA-Templat
zeigten deutlich geringere Proteinausbeuten. In den Autoradiogrammen zeigte sich bei einer
Synthese im CHO- und Sf21-System eine intensive Bande unterhalb von 62 kDa, welche
ebenfalls im Autoradiogramm nach Synthese im E. coli-System und in schwacherer Form im
Weizenkeimsystem detektierbar war. Wahrend im Autoradiogramm der Synthese im CHO-
und Insektensystem schwache Nebenbanden erkennbar waren, ist bei einer Synthese der
PyIRS-AF im zellfreien E. coli-System eine sehr intensive Nebenbande auf einer Hohe von 49
kDa detektierbar. In den Negativkontrollen ohne DNA-Templat ist keine Proteinbande
detektierbar. Betrachtet man den I6slichen Anteil der Synthetase zeigt sich in der
Autoradiographie ein vergleichbares Ergebnis zu den bestimmten Proteinmengen. Wahrend
eine intensive Bande der PylRS-AF im Uberstand bei einer Synthese im zellfreien
Weizenkeim- und Insekten-System zu erkennen ist, ist diese Bande im CHO- und E. coli-
System weniger intensiv. In diesen beiden Systemen befindet sich ein Grof3teil des Proteins
in der pelletierten Fraktion (Abb. 27B).
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Abbildung 27. Synthese der PyIRS-AF im zellfreien Weizenkeim-, CHO-, Insekt- und E. coli-Translationssystem. A) Analyse
der synthetisierten Proteinmenge der PylRS-AF im jeweiligen System und in den Fraktionen Translationsmix, Uberstand und
pelletierte Fraktion. B) Zugehoriges Autoradiogramm der mit Aceton geféllten Proben. Es wurden jeweils 5 pl der Fraktionen
gefallt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine wurden tiber den Einbau von 4C-Leucin im
Autoradiogramm detektiert.

Fir die anschlieRende Funktionsanalyse wurden 0,08 uM der PyIRS-AF aus dem Uberstand
jedes Systems fur eine Synthese vom Adora2a_amb215-Nluc- Konstruktes in CHO verwendet.
Zusatzlich wurde eine, durch das Reaktionsvolumen limitierte, maximal mdgliche
Konzentration eingesetzt. (Abb. 28).

Die Analyse des Volllangenkonstruktes erfolgte Uber einen Lumineszenzassay (Abb. 28A) und
Uber Autoradiographie (Abb. 28B). Im Lumineszenzassay konnte aktive Nluc in den Ansatzen
mit verwendeter PylIRS-AF, synthetisiert im zellfreien Weizenkeim- (PylRSwg), CHO-
(PylRScHo) oder Sf21-System (PylRSsp1) detektiert werden. Im Vergleich zum
Volllangenkonstrukt Adora2a-Nluc wurden Lumineszenzwerte von 0,5 % (E. coli), 1,9 %
(Weizenkeim), 10 % (Sf21) und 15,4 % (CHO) erreicht. Als Kontrolle wurde ein gleiches
Volumen des Uberstandes der NTC des jeweiligen Systems eingesetzt. In diesen Ansatzen
wurde keine bzw. eine deutlich geringere Nluc-Aktivitdt gemessen. Im Autoradiogramm kann
auf der Hohe des Volllangenproteins Adora2a-Nluc eine Bande detektiert werden, wenn die
PyIRS-AF translatiert im Weizenkeim-, Sf21- oder CHO-zellfreien System zugegeben wurde.
Bei einer Synthese der PylRS-AF im E. coli zellfreien System (PylRSe i) konnte keine
Volllangenbande detektiert werden. In allen Ansatzen wurde eine intensive Bande auf Hohe
des Terminationsproduktes detektiert. Weiterhin resultierte die Zugabe der PylRScHo und der
PylRSsr1 aufgrund der héheren eingesetzten spezifischen Radioaktivitat im Vergleich zu der
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PyIRSE coi- und der PyIRSwe-Synthetase in einer zusatzlichen Bande unterhalb der 62 kDa
Markierung. Die Kontrollen ohne PylRS-AF zeigten keine Bande auf der Hohe des Adora2a-
Nluc-Proteins. In diesen Ansatzen war ebenfalls das Terminationsprodukt zu erkennen.
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Abbildung 28. Analyse der Funktion der PylIRS-AF, translatiert in verschiedenen zellfreien Systemen. A) Bestimmung der
Nluc-Aktivitdt des synthetisierten Volllangenkonstruktes auf Basis des Adora2a_amb215-Nluc-Plasmides durch einen
Lumineszenzassay. Es wurden 5 pl des Translationsmixes eingesetzt. B) Zugehoriges Autoradiogramm der mit Aceton
gefallten Proben. Es wurden jeweils 5 pl der Fraktionen geféllt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten
Proteine wurden tiber den Einbau von 14C-Leucin im Autoradiogramm detektiert.

Um den negativen Effekt des E. coli-Uberstandes auf die Synthese des Adora2a-Nluc-
Konstruktes zu umgehen (Abb. S3, Anhang) sowie die sichtbaren Nebenbanden (Abb. 27B)
zu entfernen, wurde die Synthetase analog zur eAzFRS isoliert (s. 2.2.11) und in einer
optimierten Endkonzentration von 5 uM eingesetzt (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurde ein
Vergleich zur PylIRScHo gezogen. Die PylIRScHo wurde weiterhin unaufgereinigt in einer finalen
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Konzentration von 0,3 pM eingesetzt, da die Aufreinigung zum Verlust von 80 % der
Proteinmenge sowie zu einem inaktiven Enzym fuhrte (Daten nicht gezeigt). Mit 0,3 uM wurde
eine  maximale Konzentration an PylRScho eingesetzt, die aufgrund der
Volumenbeschrankung einer Reaktion mdglich war. Der Einbau der nkAs SCO wurde mittels
Autoradiographie (Abb. 29, linke Seite) nachgewiesen, sowie die Adressierung des
Cyclooctins des SCOs mit einem Tetrazin-gekoppelten Cy5-Farbstoff (Abb. 29, rechte Seite).
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Abbildung 29. Vergleich von isolierter PyIRS. .o;i mit PylRScHo aus dem Uberstand einer zellfreien Synthese. Die PylRS-AF
wurde in einer Konzentration von 5 uM (PyIRSg. coi) bzw. 0,3 UM (PyIRScho) in der zellfreien Synthese des Adora2a_amb215-
Nluc-Konstruktes mit SCO eingesetzt. 5 ul des Translationsmixes wurden mit 5 uM Tetrazin-Cy5 inkubiert und nach einer
Aceton-Fallung elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine wurden liber den Einbau von *C-Leucin
im Autoradiogramm detektiert. Zusatzlich wurde der gekoppelte Farbstoff bei 633 nm angeregt und das Fluoreszenzsignal
bei einer Emission von 670 nm aufgenommen.

Im Gegensatz zum Ergebnis aus Abbildung 28, wo die PyIRSE .oi unaufgereinigt eingesetzt
wurde, konnte eine deutliche Volllangenbande des Adora2a-Nlucs beim Einsatz der isolierten
PyIRSE o, detektiert werden. Diese Bande ist trotz der 17-fach eingesetzten Konzentration an
PyIRSe coi weniger intensiv als beim Einsatz der PylRScho. Die Intensitdt des
Terminationsproduktes nimmt mit steigender Bildung des Vollldngenproteins ab und ist
dementsprechend am schwachsten ausgepragt bei Zugabe der PylIRScHo und am starksten
ohne zusatzliche PylRS-Zugabe. Die Synthese des Volllangenproteins Adora2a-Nluc
resultierte in einer starken Bande unterhalb des 49 kDa Markers. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt
ein vergleichbares Ergebnis. Die Bande des fluoreszenzmarkierten Adora2a-Nlucs bei der
Synthese in Gegenwart von PylRScho war wesentlich intensiver im Vergleich zum Einsatz der
PyIRSE coi. Bei der Synthese ohne PyIRS-AF bzw. des Volllangenproteins Adora2a-Nluc
konnte keine Bande in der In-Gel-Fluoreszenz detektiert werden. Neben SCO konnte ebenfalls
die nkAs TCO erfolgreich in das Modelprotein integriert werden. Es wurden jedoch geringere
Einbaueffizienzen erreicht. Die nkAs AzL zeigte dartber hinaus die geringste Einbaueffizienz,
die sich nicht von den Negativkontrollen unterschied (Daten nicht gezeigt).

Als Alternative zur exogenen Supplementierung der PylRScho kann die Synthese der
Synthetase parallel zur Synthese des Zielproteins stattfinden. Im Folgenden wird die
Effektivitdt einer Co-Expression von PylRScho und Adora2a_amb215-Nluc analysiert
(Abb. 30). Die Co-Expression wurde zuerst im Batch-basierten zellfreien CHO-System
durchgefiihrt. Die Bestimmung des Volllangenkonstruktes erfolgte Uber die Messung der
Lumineszenz der Nluc (Abb. 30A). Die zeitgleiche Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-
Konstruktes und der PylIRS-AF-DNA resultierte in einem 12,1%igen Lumineszenzwert im
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Vergleich zum Volllangenkonstrukt, welches sich aus der Synthese des Adora2a-Nluc-
Konstruktes in Abwesenheit der PyIRS-AF zusammensetzte. Durch eine zeitversetzte Zugabe
des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes zur PylIRS-AF-DNA konnte eine Erhohung der
gemessenen Lumineszenz im Vergleich zur zeitgleichen Zugabe um den Faktor 1,6 nach
10 min bzw. um den Faktor 2,1 nach 20 min erreicht werden. Eine weitere Erhéhung der
zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes resultierte nach 30 bzw.
40 min in einer vergleichbaren Nluc-Aktivitat, wie sie bereits nach 20 min detektiert wurde. Im
Vergleich zu der Synthese des Volllangenkonstruktes Adora2a-Nluc wurde ein maximales
Lumineszenzsignal von 26,5 % nach 30 min erreicht. Bei den Ansatzen mit hinzugefugter
Synthetase war im Autoradiogramm eine intensive Bande unterhalb der 62 kDa Markerbande
zu erkennen (Abb. 30B). Die Intensitat der Bande stieg, je spater das Adora2a_amb215-Nluc-
Plasmid zur zellfreien Synthese hinzugegeben wurde. Zusatzlich zeigte sich eine intensive
Bande auf der Héhe der 49 kDa Bande. Die Intensitdt der Bande stieg bei einer spateren
Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Templates und erreichte bei 20-30 min ihre maximale
Intensitat. Diese Bande zeigte sich ebenfalls bei der Synthese des Volllangenkonstruktes auf
Basis des Adora2a-Nluc-Plasmides. Die Co-Expression des Adora2a_amb215-Nluc und
PyIRS-AF-Konstruktes in der Dialyse flihrte ebenfalls zu einem detektierbaren
Lumineszenzsignal (Abb. 30C). Im Vergleich zur zeitgleichen Zugabe der DNA-Template
konnte eine um den Faktor 2,2 erhohte Nluc-Aktivitat ermittelt werden, wenn das
Adora2a_amb215-Nluc-Plasmid 120 min spater als das PylIRS-AF-Plasmid zur zellfreien
Synthese supplementiert wurde. Im Vergleich zum Volllangenkonstrukt wurde ein maximales
Lumineszenzsignal von 28,8 % erreicht, welches damit vergleichbar zur Co-Expression im
Batch-System war. Im Autoradiogramm war zwischen der 49 und 62 kDa Markerbande eine
intensive Produktbande zu erkennen (Abb. 30D). Diese Bande korrelierte mit dem erwarteten
Molekulargewicht der PylRS-AF von 53,6 kDa. Die Intensitdt der PylRS-AF-Bande im
Autoradiogramm erschien nach einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-
Plasmides nach 120 min intensiver im Vergleich zu den anderen zeitversetzten Zugaben.
Zusatzlich war unter der 49 kDa Markerbande eine zweite Bande zu erkennen, deren Intensitat
zwischen den verschiedenen zeitversetzten Zugaben der DNA-Template variierte. Wahrend
bei einer zeitgleichen DNA-Zugabe und einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-
Nluc-Plasmides von 30 min eine schwach intensive Bande zu erkennen war, erreichte diese
Bande bei einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Plasmides von 120 min
ihre maximale Intensitat. Eine weitere Verzégerung der Zugabe des Amber-Plasmides
resultierte ebenfalls in einer detektierbaren Bande, die eine schwachere Intensitat als bei einer
Zugabe das Amber-Konstruktes nach 120 min aufwies. Die detektierte Bande zeigte das
gleiche Laufverhalten wie das Volllangenkonstrukt Adora2a-Nluc, sodass die Co-Expression
sowohl im Batch- als auch Dialyseverfahren erfolgreich war.
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Abbildung 30. Co-Expression des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes und des PyIRS-AF-Konstruktes im zellfreien CHO-
System. A) Co-Expression im Batch System mit einer zeitversetzten Zugabe der DNA-Template. Das Adora2a_amb215-Nluc-
Konstrukt wurde zeitgleich oder nach 10-40 min zu dem vorgelegten PyIRS-AF-Templat supplementiert. Die Synthese des
Volllangenproteins Adora2a-Nluc wurde mittels Lumineszenzassay analysiert. B) Zugehoriges Autoradiogramm der Batch-
basierten Co-Expression. 5 pl des TMs wurden mit Aceton gefallt und anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt. Die de
novo synthetisierten Proteine wurden iber den Einbau von 14C-Leucin in einem Autoradiogramm detektiert. C) Co-Expression
im Dialyse System mit einer zeitversetzten Zugabe der DNA-Template. Das Adora2a_amb215-Nluc-Konstrukt wurde zeitgleich
oder nach 30-360 min zu dem vorgelegten PyIRS-AF-Templat supplementiert. Die Synthese des Volllangenproteins Adora2a-
Nluc wurde mittels Lumineszenzassay analysiert. D) Zugehdriges Autoradiogramm der Dialyse-basierten Co-Expression. 5 pl
des TMs wurden mit Aceton geféllt und anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine
wurden Uber den Einbau von #C-Leucin in einem Autoradiogramm detektiert.
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4. Diskussion

Seit den 1960ern werden zellfreie Proteinsynthesesysteme auf der Basis von verschiedensten
kultivierten Zelllinien etabliert. Diese beinhalten sowohl prokaryotische (E. coli) als auch
eukaryotische (Pilz-, Pflanze-, Insekten- und Saugetier) zellfreie Translationssysteme''?.
Abhangig vom Ursprung und den Eigenschaften des Zielproteins wie z. B. posttranslationale
Modifikationen, Translokation oder Einbettung in eine Membran und den geplanten
Anwendungen wird individuell evaluiert, welches der genannten Translationssysteme den
Anforderungen des Zielproteins am ehesten entspricht. Aufgrund der Komplexitat der
Modellproteine in dieser Arbeit, welche sich durch mehrere Transmembrandomanen und/oder
Glykosylierungen auszeichnen, wurden eukaryotische zellfreie Systeme auf der Basis von
kultivierten Insekten- (Sf21) und Saugetier- (CHO) Zellen ausgewahlt. Durch die endogen
erhaltenen Membranstrukturen, gewonnen aus dem Endoplasmatischen Retikulum,
ermoglichen diese Lysate eine Translokation der Modellproteine in das Lumen sogenannter
Mikrosomen und somit Glykosylierungen sowie die Integration der ausgewahlten
Membranproteine in eine natirliche Membran. Zusatzlich konnte bereits fir beide Systeme die
erfolgreiche Synthese des Glykoproteins Erythropoetin und verschiedener G-Protein-
gekoppelter-Rezeptoren gezeigt werden'®'6, Wahrend das urspriinglich entwickelte zellfreie
E. coli-System zur Identifikation des ersten genetischen Codons (UUU fur Phenylalanin)
genutzt wurde'"", sind heutzutage durch die Sequenzierung der Genome von verschiedensten
Spezies und der damit verbundenen ldentifikation einer Vielzahl an Protein-kodierenden
Genen, Hochdurchsatzverfahren (HTS) fiir Synthesen und Analysen von Proteinen gefragt?52.
Eine Voraussetzung flr die Durchfihrung von HTS-Verfahren sind die Moglichkeit der
Prozessvalidierung und eine hohe Reproduzierbarkeit?*+2%, Besonders in Kombination mit
komplexen Prozessen wie Transkriptions- und Translationsreaktionen ist ein Monitoring der
einzelnen Ablaufe essentiell, um madgliche unspezifische inhibitorische Effekte, die in einer
falsch-negativen Aussage resultieren kdnnen, auszuschlief3en. Erste Ansatze zur Analyse der
mRNA-Produktion wahrend der Transkription in Echtzeit in zellfreien Systemen wurden mit
Hilfe von Aptameren durchgefiihrt?*¢-2%_ Diese einzelstrangigen Nukleinsduren zeichnen sich
durch eine hochspezifische dreidimensionale Konformation aus, wodurch eine hochaffine
Bindung an das Zielmolekul erreicht wird. Zusatzlich zu einer Funktion als Indikator kdnnten
Aptamere als Inhibitoren z. B. fir spezifische Kinasen oder Caspasen, die an einer Inhibierung
der Translation involviert sind, eingesetzt werden, um die Proteinausbeute weiterhin zu
steigern?°26°_ Besonders flr strukturelle Analysen von Proteinen durch z. B. Kristallographie
oder Kernspinresonanz (NMR) werden Proteinmengen im mg-Bereich bendtigt. Aufgrund des
besseren Verstandnisses von limitierenden Faktoren wahrend der zellfreien Proteinsynthese
wie z. B. phosphorylierte Translationsfaktoren oder inhibitorische Phosphate konnte die
Proteinausbeute von anfanglichen Mikrogramm je Milliliter zu den heutigen Milligramm je
Milliliter gesteigert werden'®. Diese Proteinmengen werden derzeit vor allem im zellfreien E.
coli- und Weizenkeim-, aber auch im zellfreien CHO-System erreicht, sodass sich diese
Systeme besonders fiir strukturelle Analysen eignen?®'. Eine weitere Anwendung von HTS
besteht in der Identifizierung von Liganden und Inhibitoren von pharmazeutisch relevanten
Proteinen. Besonders in Kombination mit GPCRs werden fluoreszenzbasierte
Interaktionsstudien verwendet, die eine Fluoreszenzmarkierung des GPCRs an einer
spezifischen Position voraussetzen®?, Eine spezifische Fluoreszenzmarkierung kann durch
den Einsatz von modifizierten tRNA/tRNA-Aminoacyl-Synthetase-Paaren erfolgen, die durch
Amber-Suppression den Einbau einer nicht-kanonischen Aminosaure ermdglichen, deren
reaktive Gruppe an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden kann.
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Die vorliegende Arbeit adressiert die vorher beschriebenen Thematiken im ersten Abschnitt
mit der Analyse eines Aptamers, welches die Translation der Nanoluziferase inhibiert. Die
Limitierungen und Anwendungen eines Aptamers in zellfreien Reaktionen zur Regulation und
zum Monitoring des Translationsprozesses werden im Detail betrachtet. Nach der Analyse und
Optimierung der Synthese von komplexen Membranproteinen (ET-B-Rezeptor und
Adenosinrezeptor) im Sf21- und CHO-System werden im zweiten Abschnitt der Arbeit
pharmazeutisch relevante Proteine modifiziert durch die Kopplung einer PEG-Gruppe (EPO)
und fluoreszenzmarkiert fur Interaktionsstudien (Adenosinrezeptor). Im letzten Abschnitt wird
ein neues orthogonales System auf Basis der Pyrrolysin-Synthetase entwickelt, welches das
Repertoire an konjugierbaren Farbstoffen erweitert.

4.1. Limitierungen und Anwendungen von Aptameren in zellfreien Systemen

Das in dieser Arbeit verwendete Aptamer bindet hochspezifisch an ATP?*2, ATP kommt als
universelle Energiequelle in lebenden Zellen vor und fungiert zusatzlich als Cofaktor u. a. flr
Kinasen und lonen-Transporter. ATP ist sowohl in der DNA Replikation involviert, als auch fir
die Proteintranslation essentiell. Wahrend der Proteinsynthese wird ATP flr die
Translationsinitiation, die Aminoacylierung und den korrekten Faltungsprozessen von
Proteinen bendtigt . Aufgrund der Entkopplung von Transkription und Translation sowie des
offenen Charakters von zellfreien Systemen konnen definierte ATP-Konzentrationen der
Translationsreaktion zugefiihrt werden, sodass das verwendete Aptamer genutzt werden
kann, um eine Aussage uber den ATP-Verbrauch wahrend der Proteinsynthese zu treffen.
Aktuell gibt es nur wenige Studien, in denen Aptamere mit zellfreien Poteinsynthesesystemen
kombiniert wurden. Die bekannteste Publikation beschreibt die Regulation der Transkription
durch den Einsatz eines Thrombin-bindenden DNA-Aptamers, der upstream vom T7 Promoter
in die DNA-Sequenz eingefiigt wurde. Durch die Thrombin-Bindung verandert sich die
Aptamerstruktur und die Transkription wird in Abhangigkeit von der Thrombinkonzentration
inhibiert?%®. Um detaillierte Einblicke in den Transkriptions- und Translationsablauf zu erlangen,
wurde 2015 von Nies und Mitarbeitern eine Studie mit einer Spinach-markierten mRNA, die in
das Fluoreszenzprotein YFP translatiert wird, durchgefiihrt?®*. In Gegenwart von 3,5-Difluoro-
4-hydroxybenzylidene-1,2-dimethyl-1H-imidazol-5(4H) -one (DFHBI) formt das RNA-Aptamer
einen fluoreszierenden Komplex (Spinach), dessen Intensitat proportional zur Menge an
synthetisierter mRNA ist. Anhand der Detektion des Spinach- und der Fluoreszenz des grinen
Fluoreszenzproteins (GFP) wurde eine theoretische mMRNA Konzentration von 3,3 uM und eine
YFP-Konzentration von 0,5 uM berechnet. Diese Ergebnisse indizieren, dass nur ein geringer
Teil der produzierten mRNA in das Zielprotein translatiert wurde. Wahrend die beschriebenen
Versuche in prokaryotischen zellfreien Systemen durchgefihrt wurden, ist 2018 eine
Publikation erschienen, die ebenfalls die parallele Detektion der Transkription und Translation
beschreibt, jedoch ein eukaryotisches zellfreies System verwendet?®. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen im zellfreien E. coli-System, die sich durch eine maximale mRNA-Konzentration
nach 100 min, gefolgt von einer Abnahme der mRNA-Konzentration bis 500 min
auszeichnet?®®, wurde fir das auf HeLa-Zellen basierende zellfreie System eine hohe mRNA-
Syntheserate in den ersten 10-15 min gezeigt, die bereits nach weiteren 15 min deutlich
niedriger wurde®®. Diese Ergebnisse scheinen auf einen zeitversetzten Ablauf der
Transkription und Translation in dem gewahlten eukaryotischen zellfreien System
hinzudeuten. Anhand der beschriebenen Ergebnisse wird die Bedeutung eines besseren
Verstandnisses der Ablaufe von Transkription und Translation in zellfreien Systemen deutlich,
um die Synthese des Zielproteins gezielt an die gewlinschte Applikation anpassen zu kénnen.
Aus diesem Grund wurde der Einsatz eines strukturverandernden Aptamers im zellfreien Sf21-
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System etabliert. Zu Beginn wurde die Funktionalitdt des Aptamers Uberprift, in dem die
komplementare Quencher-Sequenz nach Bindung des Aptamers an ATP freigesetzt wird,
wodurch ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann (Abb. 5). Nach Bindung der
Quenchersequenz konnte in Gegenwart von 3 mM ATP eine Wiederherstellung des
Fluoreszenzsignals von 20 % erreicht werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit einer
Studie aus dem Jahr 2005%¢". In dieser wurde gezeigt, dass das Lésen der komplementaren
Sequenz stark von der Konzentration des Targetmolekils abhangig ist?®’. Bei
unterschiedlichen Targetmolekullkonzentrationen (20-100 nM) wurden
Dissoziationseffizienzen der Quenchersequenz zwischen 16 % und 52 % festgestellt.
Zusatzlich ist das Losen der komplementaren Sequenz stark von der Lange des DNA-
Stranges abhangig. Durch die Reduktion eines Nukleotides in der Aptamer-Sequenz wurde
bei gleicher Targetmolekulkonzentration die Fluoreszenzwiederherstellung von 16 % auf 50 %
erhoht?®”.  Interessanterweise nimmt die Fluoreszenzwiederherstellung mit langeren
Inkubationszeiten ab. Dies kdnnte auf einen Bleaching-Effekt des FAMs, eine Dissoziation
oder einen Abbau des Aptamers zuruckzufuhren zu sein. Besonders die Anfélligkeit von
Aptameren gegenuber Nukleasen, welche im Lysat einer ZFPS vorkommen kdnnen, konnte
den Einsatz von Aptameren erschweren. Allgemeine Strategien zur Stabilisierung von
Aptameren gegen Nukleasen finden sich in der Modifizierung der Ribose, der Base, sowie
dem 3’-Ende-Capping mit einem invertierten Thymin?%®, Im Gegensatz zu der
Supplementierung von ATP wurde keine Fluoreszenzwiederherstellung in Gegenwart von
GTP detektiert (Abb. 5C). Die Spezifitdt von Anti-ATP-Aptameren zu artverwandten Analogons
wie z. B. CTP, GTP oder UTP wurde bereits im Vorfeld gezeigt?®®. Im nachsten Schritt wurde
eine optimale Konzentration des Anti-ATP-Aptamers (aAPT) von 20 uM bestimmt. Bei dieser
Konzentration zeigt das Kontroll-Aptamer (cAPT) keine Reduzierung der Nluc-Synthese,
wahrend in Gegenwart von 20 uM aAPT die Synthese beinahe vollstandig inhibiert wird (Abb.
6). Interessanterweise ist ebenfalls eine Inhibierung der Nluc-Synthese bei einer Erhéhung
des cAPT ab einer Konzentration von 50 uyM zu erkennen. Dieser Effekt kann auf die
Interaktion des DNA-Aptamers mit freien Magnesium-lonen (Mg?*) zurtickzufiihren sein. Mg?*-
lonen sind im Aufbau und der Stabilisierung der Tertiarstruktur von Aptameren und
Nukleinsauren im Allgemeinen involviert?’2"! Zusatzlich wurde gezeigt, dass Mg?* den
Ligand-freien Status sowie die Ligandbindung eines Aptamers beeinflussen kann?"2273, Fir ein
Tetracyclin-Aptamer wurde z. B. eine affine Bindung an seinen Liganden nur in Gegenwart
von einer Magnesiumkonzentration von Gber 3 mM ermittelt?”*. Durch den Einsatz des
jeweiligen Aptamers in einer Konzentration von 50 yM bzw. 100 uM aAPT oder cAPT konnte
ebenfalls eine groRere Menge an Mg?* komplexiert werden, wodurch die Syntheserate im
Allgemeinen sinken koénnte. Die Interaktion zwischen Magnesiumionen und der ATP-
abhangigen Proteinsynthese ist detailliert im nachsten Abschnitt beschrieben.

Wahrend die meisten anti-ATP-Aptamere eine hohe Affinitdt zum Adenin aufweisen, liegt eine
geringe Affinitat zur Ribose oder zum Triphosphat vor. Dadurch wird eine Unterscheidung
zwischen ATP, ADP und AMP erschwert?*?. Aus diesem Grund wurden Aptamere selektiert,
die eine Interaktion mit dem Triphosphat zeigen?°2¢. Nichtsdestotrotz zeigen diese Aptamere
wiederum eine reduzierte Affinitat zu der jeweiligen Nukleinbase?’®. Die Interaktion des anti-
ATP-Aptamers mit ADP ist mdglicherweise ein kritischer Punkt in dem hier verwendeten
zellfreien System, da die Energieregenerierung auf der Ubertragung der Phosphat-Gruppe von
Phospho-Kreatin auf ADP basiert. Durch eine mdgliche Komplexierung des ADPs kdnnte die
ATP-Regeneration reduziert sein, wodurch die Proteinsynthese in Gegenwart von héheren
aAPT-Konzentrationen beeintrachtigt sein kénnte. Die eingeschrankte ATP-Regeneration
kdnnte ein Grund fir die niedrige Wiederherstellung der Syntheserate von 17 % bei héheren
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ATP-Konzentrationen in Gegenwart des aAPT sein (Abb. 7). In diesem Zusammenhang wurde
ebenfalls gezeigt, dass trotz des hohen ATP-Verbrauchs fir die Proteinsynthese von ca. 70 %
des totalen ATPs in einer lebenden Zelle?”’, eine zu hohe ATP-Konzentration einen
inhibitorischen Effekt auf essentielle zellulare Prozesse wie der Proteintranslation hat?’8. Eine
mogliche Begrindung flur diesen Effekt wurde in der Interaktion von ATP mit Magnesiumionen
gefunden. Insbesondere Ribosomen und die gebundene negativ geladene ribosomale RNA
werden durch die positiv geladenen Mg?* stabilisiert?’®28°, Fir bakterielle Ribosomen wird
angenommen, dass ein einzelnes Ribosom Uber 170 Mg?*-lonen binden kann, wodurch ca. 25
% des totalen Mg?" einer Zelle allein an den Ribosomen gebunden vorliegt?®!.
Schatzungsweise liegen nur 5 % als freie Magnesiumionen vor. Gerade fur Enzyme, die
Magnesium mit einer geringen Affinitat binden, aber dennoch als Cofaktor benétigen, wird eine
zytoplasmatische Mg?*-Konzentration von 1-5 mM ben6tigt?’8282, In dem hier verwendeten
zellfreien System wird standardmaRig eine Mg?*-Konzentration von 2,5 mM eingesetzt. Durch
die Erhéhung der ATP-Konzentration auf Gber 2 mM koénnte eine kritische Konzentration an
freien Mg?*-lonen unterschritten worden sein, wodurch die beschriebenen Effekte wie die
Destabilisierung der Ribosomen ausgeldst werden kénnten und die Synthese im zellfreien
System reduziert wird (Abb. 7). Um diesem Effekt entgegenzuwirken, konnte die Synthese der
Nluc in Gegenwart von hoéheren ATP-Konzentrationen durch eine hdhere
Magnesiumkonzentration ausgeglichen werden. Nichtsdestotrotz ist bei einer hoheren ATP-
Konzentration von 2-3 mM eine effizientere Synthese der Nluc in Gegenwart des aAPT zu
erkennen, wodurch der Schluss gezogen werden kann, dass das aAPT funktionsfahig im
zellfreien Sf21-System vorliegt. Durch dieses Ergebnis konnen Anwendungsmaoglichkeiten von
Aptameren in Kombination mit der ZFPS betrachtet werden.

Eine naheliegende Anwendung ware die Bestimmung von optimalen lonen-Konzentrationen
wie z. B. der von Mg?* wahrend der zellfreien Proteinsynthese, um optimale Bedingungen fiir
Transkription und Translation visualisieren zu koénnen, die sich zum Teil erheblich
unterscheiden (Transkription: 10 mM Mg(OAc),, Translation: 2- 2,5 mM Mg(OAc).)". Die
Bindung von Aptameren an lonen wurde anhand eines Chlorid (Cl')-bindenden Aptamers in
vivo gezeigt. Mit Hilfe des so genannten Clensors konnte die Cl-Konzentrationen in
Lysosomen aus Caenorhabditis elegans bestimmt werden?®3, Die Bindung eines Aptamers an
Magnesium wird im Vergleich zur Bindung an CI- durch die Einfliisse des Mg?* auf das Aptamer
selbst erschwert. Eine weitere Mdglichkeit, welche sich mit einem anwendungsorientierten
Ansatz beschaftigt, besteht im Monitoring von Stressantworten im Lysat wahrend der ZFPS.
Ein prominentes Beispiel fir die Reduzierung der Proteintranslation findet sich in der
stressabhangigen Phosphorylierung der a-Untereinheit des eukaryotischen Initiationsfaktors 2
an Serin 51 (elF2)?4. Die Phosphorylierung des elF2 kann unter anderem durch die ER-
lokalisierte Protein-Kinase ,RNA-ahnliche Endoplasmatische Reticulum Kinase“ (PERK)
geschehen, welche durch ungefaltete Proteine im Lumen des ERs aktiviert wird?%. Durch die
Selektion eines Aptamers gegen das phosphorylierte Serin kdnnte in Echtzeit die
Stressantwort im Lysat wahrend einer Synthese visualisiert werden. Im Folgenden kdnnte
durch einen gezielten Eingriff in den Translationsprozess z. B. durch die Inhibition der PERK
der genannten Stressantwort entgegengewirkt werden. Fir diesen Zweck kdnnte ein Aptamer
generiert werden, welches ahnlich zum GSK2606414 (C38) direkt die ATP-Bindungsstelle der
PERK blockiert und die Kinase somit inhibiert?®®®. Ahnlich zur Inhibition von spezifischen
Kinasen kénnten Caspasen oder Proteasen blockiert werden. Caspasen kénnen durch
oxidativen Stress, eine hohe zytosolischen Ca?*-Konzentration oder durch Effekte von
toxischen Proteinen wahrend der Zellkultivierung aktiviert werden. Zusatzlich kann die Bindung
von Fas oder TNFa an Apoptose-auslésende Rezeptoren Caspasen aktiveren?®’. Durch aktive
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Caspasen konnen Translationsinitiationsfaktoren proteolytisch degradiert werden, wodurch
die Proteinsynthese inhibiert wird?%828_ Ein positiver Einfluss des Caspase-Inhibitors Z-VAD-
FMK auf die Sf21-*° und Ac-DEVD-CMK auf die zellfreie CHO-Proteinsynthese'®® wurde
bereits gezeigt . Im Vergleich zu den erwahnten Inhibitoren wiirde sich ein Aptamer durch eine
geringere Toxizitat auszeichnen®'. AuRerdem wiirde sich ein wasserlosliches Aptamer durch
eine bessere Biokompatibilitit auszeichnen, da die meisten Inhibitoren in organischen
Losungsmitteln wie Dimethylsulfoxid geldst werden, wodurch die Proteintranslation beeinflusst
werden kann?%,

4.2. Analyse des ET-B-Rezeptors im zellfreien Sf21-System

Ein weiterer Vorteil von zellfreien Systemen im Vergleich zu zellbasierten
Expressionssystemen liegt in der Kombination eines direkten Einsatzes von PCR-Produkten
mit einer schnellen Proteinsynthese'®22%, Durch die Nutzung einer error prone PCR kbénnen
randomisierte Mutationen in ein DNA-Templat eingefihrt werden, sodass die genotypische
Veranderung mit einem Phéanotyp des Proteins in Verbindung gebracht werden kann?%*,
Zusatzlich kann die Synthese in Gegenwart von toxischen Substanzen wie Puromycin
durchgeflhrt werden. Puromycin ist ein Antibiotikum, welches sich toxisch auf eukaryotische
Zellen auswirkt. Durch die Nachbildung des 3'-Ende einer aminoacylierten tRNA kann
Puromycin in die naszierende Proteinkette integriert werden. Eine mRNA, welche am 3"-Ende
mit Puromycin fusioniert ist, wird nach der Translation ihrer Codons Uber das Puromycin-
Molekiil an die entstandene Polypeptidkette gekoppelt?®>. Das beschriebene Verfahren zur
Kopplung der mRNA an die zugehdrige Polypeptidkette wurde sowohl in eukaryotischen als
auch in prokaryotischen zellfreien Systemen angewandt?%5-2%", Als Beispiel wurde die Sequenz
eines optimierten Antikorpers identifiziert, dessen Dissoziationskonstante von 1,1 nM auf
40 pM verringert werden konnte, sodass eine ca. 30-fach hoéhere Bindungsaffinitat zum
Zielmolekl Fluorescein erzielt wurde?®*. Ebenso wurde durch ein Mutagenese-Screening die
Sequenz eines thermostabilen ET-B-Rezeptors identifiziert, welcher sich durch eine héhere
Stabilitat im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor auszeichnet?®. Die prinzipielle Synthese des ET-
B-Rezeptors mit einem fusionierten eYFP auf Basis eines PCR-Produktes in einem zellfreien
Insekten-System wurde bereits gezeigt'®®, weshalb dieses Konstrukt gewahlt wurde, um das
translozierte Protein detailliert zu analysieren?. Die Synthese im Batch-Verfahren zeigte eine
maximale Proteinausbeute von 12 ug/ml nach 180 min, wahrend bereits nach 120 min eine
maximale eYFP-Fluoreszenz detektiert wurde (Abb. 8A und C). Im Autoradiogramm ist bereits
nach 90 min eine intensive Produktbande zu erkennen (Abb. 8B). Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit vorherigen Studien's®'52, Die Reduzierung der berechneten Proteinausbeute
nach 240 min kdnnte auf einen Abbau des synthetisierten Proteins hindeuten. Dieser Effekt
liel® sich in der Fluoreszenzaufnahme des eYFPs und im Autoradiogramm nicht bestatigen. Im
Vergleich zu Plasmiden sind PCR-Produkte weniger stabil und besonders anfallig fur einen
Abbau durch Nukleasen?®. Besonders in prokaryotischen zellfreien Systemen konnte durch
die Inhibierung von Nukleasen eine héhere Ausbeute an Zielprotein regeneriert werden?®. Die
im Autoradiogramm sichtbaren Nebenbanden konnten auf eine Degradation des PCR-
Produktes hinweisen, wodurch eine verfrihte Termination des Elongationsprozesses
stattfinden konnte.

Zusatzlich konnte die Sequenz des verwendeten PCR-Produktes optimiert werden oder mit
translationssteigernden Elementen kombiniert werden. Die Erkennung des AUG-Codons
durch das Ribosom erfolgt anhand der Kozak-Sequenz ((gcc) gccA/GecAUGQ), welche das
Start-Codon umgibt®*®°. Besonders Mutationen in der -3 Position sowie in den Nukleotiden 1-5
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upstream des AUGs kdnnen die Translationsinitiation reduzieren®'. So fiihrt zum Beispiel der
Austausch der AUG-umliegenden Nukleotide zu Uracil zu einer kaum detektierbaren
Translation®*?. Die Start-Codon umliegende Sequenz des in der Arbeit eingesetzten PCR-
Produktes (taaacaAUGc) unterscheidet sich von der beschriebenen Sequenz. Eine
Veranderung des Cytosins an der +1 Position kann jedoch nicht durchgefuhrt werden, da die
alternativen Codons der Aminosaure Glutamin an Position zwei im ET-B-Rezeptor ebenfalls
mit einem Cytosin starten. Der Sequenzkontext upstream des Start-Codon kénnte wiederum
variiert werden. Zusatzlich zum Sequenzkontext spielt die Ausbildung von Sekundarstrukturen
der mRNA eine entscheidende Rolle in der Translationsinitiation®® und der Stabilitat des PCR-
Produktes?®. Durch die Optimierung des Sequenzkontextes kdnnen Hairpins im Bereich der
+13-17 Position entstehen, wodurch die Translation gesteigert werden kann®*4. Eine weitere
Stabilisierung des PCR-Produktes koénnte durch die Einfihrung von nicht-kodierenden
Sequenzen in der 5°-UTR wie zum Beispiel durch poly(G) erfolgen3%. Jewett und Mitarbeiter
fuhrten die Q-Sequenz des Tabakmosaikviruses upstream zur jeweiligen Gensequenz in das
verwendete PCR-Produkt ein, wodurch Initiationsfaktoren wie der elF4F rekrutiert werden und
die Translation Cap-unabhangig initiert wird®®®. Zusatzlich wurde eine Erhohung der
Proteinsynthese durch die Integration eines poly(A)-Schwanz in die 3'-UTR erreicht3%. Das
eingesetzte PCR-Produkt besitzt sowohl in der 5°- als auch in der 3"-UTR spezifische
Sequenzen zur Ausbildung von Hairpins, die flir das verwendete zellfreie Sf21-System
optimiert wurden.

Aufgrund der Zugehdérigkeit zur Klasse der Membranproteine wurde fur die Synthese des ET-
B-Rezeptors ein Sf21-Lysat ausgewahlt, welches endogene Membranstrukturen enthalt und
eine Integration in diese sogenannten Mikrosomen ermdoglicht®?3%7. Die Analyse der
Integration erfolgte Uber die Untersuchung der Kolokalisation des fusionierten eYFPs.
Wahrend l6sliches eYFP nicht mit den mikrosomalen Membranen kolokalisieren sollte, wiirde
ein Membranprotein-eYFP-Fusionskonstrukt in der mikrosomalen Membran lokalisiert sein?®.
In Abbildung 9 ist deutlich zu erkennen, dass eine Kolokalisation des ET-B-eYFP-Rezeptors
mit den Mikrosomen vorliegt. Ahnlich zu den Ergebnissen aus Abbildung 8B ist nach einer
Synthesezeit von 120 min keine Erhéhung in der Fluoreszenzintensitat des eYFPs zu
erkennen (Abb. 9). Stattdessen zeigt sich eine quantitative Zunahme der Fluoreszenz in den
Mikrosomen. Die quantitative Erhéhung der eYFP-Fluoreszenz kdénnte mit der Reifung des
Chromophores von Fluoreszenzproteinen zusammenhangen3®. Fir eYFP wurde in einem
zellfreien E. coli-System eine temperaturabhangige Reifung mit 82 min bei 20 °C und 27 min
bei 37 °C ermittelt®*®. Ausgehend von diesen Kalkulationen wiirde die Reifung des eYFPs bei
der durchgefiihrten zellfreien Synthese im Sf21-Lysat bei einer Temperatur von 27 °C bei
59 min liegen. Diese theoretische Berechnung stimmt mit den Beobachtungen der Synthese
des ET-B-eYFP-Fusionsproteins Uberein (Abb. 8B. und Abb. 9). Wahrend nach 30 min trotz
einer ermittelten Proteinausbeute von 4 pg/ml und einer detektierbaren Bande im
Autoradiogramm ein sehr geringes Fluoreszenzsignal auf dem IBIDI-Objekttrager und kein
Fluoreszenzsignal in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (Daten nicht gezeigt)
detektiert wurde, ist nach 60 min ein deutliches Fluoreszenzsignal zu erkennen. Um eine
passive Integration des ET-Bs in die mikrosomale Membran auszuschlie3en, kénnte ein
Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) Experiment durchgefiihrt werden. Bei
diesem Experiment wird die Fluoreszenz einer ausgewahlten Stelle in der Probe durch einen
starken Laserimpuls gebleicht. Bei einer passiven Integration ist nach einem kurzen
Zeitintervall von einigen Sekunden an der ausgewahlten Stelle wieder eine Fluoreszenz durch
die passive Einlagerung des ET-B-eYFP-Rezeptors sichtbar. Liegt eine kotranslationale
Integration Uber das Translokon vor, wird an der gebleichten Position keine Fluoreszenz
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detektiert. Die kotranslationale Integration des Typ-I-Membranprotein Heparin-binding EGF-
like growth factor (Hb-EGF) in die Membran von Sf21-Mikrosomen wurde mit Hilfe eines
FRAP-Experimentes gezeigt?®®. Zusatzlich wurde dieses Experiment mit dem Adenosin-
Rezeptor A2a, gekoppelt an ein eYFP, durchgefihrt und es wurde ebenfalls keine passive
Integration detektiert (Daten nicht gezeigt). Eine erfolgreiche Translokation des N-Terminus in
das Lumen der Mikrosomen kann zusatzlich durch die detektierte Glykosylierung vermutet
werden. Um weiterhin auszuschlieen, dass nur der N-Terminus des ET-B-Rezeptors in die
mikrosomale Membran integriert wurde, wurde ein Proteinase K-Assay durchgefthrt. Bei
diesem Assay werden Domanen, die sich aufierhalb des Mikrosomens befinden, verdaut,
wahrend luminale Domanen geschutzt vorliegen (Abb. 10A). Da die geschutzten Bereiche
Molekilmassen von 6-11 kDa mit einer Anzahl von 9-17 Leucinen aufzeigten, von denen
aufgrund der statistischen Inkorporation des '“C-Leucin nur jedes dritte Leucin radioaktiv
markiert ist, wurde flur diesen Versuch ein zusatzliches DNA-Templat generiert. Durch dieses
Templat sollte die Proteinausbeute, sowie die Translokation des ET-B-Rezeptors erhoht
werden, um die Detektion der niedermolekularen '*C-markierten Fragmente zu verbessern.
Zur Erhéhung der Proteinausbeute wurde zirkuldre DNA eingesetzt, im Gegensatz zu dem
bisher verwendeten PCR-Produkt. Zusatzlich wurde eine interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) upstream der Signalsequenz des ET-B-Gens eingefligt. Wie bereits im Abschnitt der
Optimierung eines PCR-Produktes angedeutet, ist die bisher genutzte Cap-abhangige
Translationsinitiation ein komplexer und hoch-regulierter Prozess, der die Proteinsynthese
einschranken kann. Die Cap-abhangige Translationsinitiation kann in zwei Hauptprozesse
unterteilt werden. Im ersten Schritt wird der 43S Prainitiationskomplex bestehend aus elF2,
GTP und der Met-tRNAI gebildet, welcher sich mit der 40S Untereinheit des Ribosoms und
den Faktoren elF1, elF1A, elF3 und elF5 zusammenlagert®'°. In einem zweiten Schritt wird die
MRNA zum Prainitiationskomplex gefuhrt und durch elF4E und des Poly(A)-binding Protein
(PABP) gebunden. Im Anschluss an diesen Prozess folgt das Scannen nach dem AUG-Start-
Codon und die Anlagerung der groRen 60S-ribosomalen Untereinheit3''. Bei einer Cap-
unabhangigen Translationsinitiation interagiert die 5°-UTR einer IRES teilweise oder komplett
faktorunabhangig mit den Ribosomen®'?2. Die hier integrierte IRES-Site stammt aus dem
Cricket Paralysis Virus und wurde bereits in eukaryotischen zellfreien Systemen
angewandt'>'%’. Die CrPV-IRES besitzt eine spezielle Sekundarstruktur, die eine direkte
Interaktion mit den Ribosomen ermdglicht®'®. Wahrend zwei der drei Pseudoknot-RNA-
Strukturen (PKIl und PKIIl) an die 40S Untereinheit des Ribosoms binden, interagieren die
zwei Stemloops mit ribosomalen Proteinen, wodurch die Zusammenlagerung der beiden
Untereinheiten zum 80S-Ribosom geférdert wird®'#*'%. Nachdem die drei Pseudoknot-RNA-
Strukturen in die Peptidyl-Stelle des Ribosoms verschoben wurden, wird durch die
ausgebildete Sekundarstruktur des PKI ein tRNA-Anticodon Stem loop imitiert, durch den die
Codon-Anticodon-Interaktion ermdglicht wird3'6. Mit diesem Schritt wird der Leserahmen fir
den Start der Translation in der Aminoacyl-Stelle des Ribosoms festgelegt®'®. Dabei ist dieser
Schritt unabhangig von der Prasenz eines AUG-Startcodons in der mRNA. Stattdessen wird
die Translation bevorzugt durch ein Alanin- oder Glutamin-Codon gestartet, welches sich
benachbart zum PKI befindet®'”. Im Vergleich zu der Cap-abhangigen Translationsinitiation
konnte durch den Einsatz der CrPV-IRES die Proteinausbeute des Modellproteins Luziferase
um den Faktor 10 (Sf21-), 35 (CHO-) und 14 (K562-zellfreies System) gesteigert werden’.
Zusatzlich zur CrPV-IRES wurde das endogene humane Signalpeptid des ET-B-Rezeptors
durch die Melittin-Signalsequenz (Mel) des Apitoxins aus der Honigbiene ausgetauscht'!. Mel
besitzt als zweites Codon ein AAA, ein Nukleotidkontext, der als besonders effektiv in der
Translationsaktivitat beschrieben wird3'8, Zusatzlich wurde fur diese Sequenz sowohl in vivo
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Proteinproduktionssysteme als auch fir zellfreie Systeme ein translokationssteigender Effekt
gezeigt'239731%  Durch die Kombination der IRES-Sequenz mit der Melittin-Signalsequenz
konnte die Proteinausbeute des ET-B-Rezeptors von 12 pug/ml auf 20 pg/ml in der Suspension
gesteigert werden mit einem Anteil von 60 % in der mikrosomalen Fraktion (Daten nicht
gezeigt). Um ein mogliches Detektionslimit in der Autoradiographie zu umgehen, wurde das
Protein zusatzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-TMR statistisch gelabelt, da mit einer
In-Gel-Fluoreszenz eine hohere Sensitivitat erreicht wird'®. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt die
erwarteten Banden der luminal geschitzten Bereiche des ET-B-Rezeptors in einer
Grofienordnung von 6-11 kDa (Abb. 10B.). Dieses Bandenmuster deutet auf die Translokation
des N-Terminus (11 kDa) hin sowie auf die Orientierung der extrazelluldren Loops im Lumen
der Mikrosomen (6-9 kDa). Trotz der erfolgreichen Integration des ET-B-Rezeptors in die
Mikrosomen des Sf21-Lysates wurde nur ein ligandbindender Anteil des ET-B-Rezeptors von
0,5 % (53,7 pmol/mg) bestimmt?*®, Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit ahnlichen Studien, in
denen ein prozentualer Anteil an ligandbindenden ET-B-Rezeptor von 1 % bestimmt wurde®.
Wahrend in dieser Studie eine limitierende Integration und Translokation in die mikrosomalen
Membranen als Grund genannt wird, zeigt eine Studie im E. coli zellfreien System aus dem
vergangenen Jahr weitere Optimierungsparameter auf3?°. Einen besonderen Einfluss auf die
korrekte Faltung von Membranproteinen im Allgemeinen hat die lipidische Zusammensetzung
der Membran®?'. Dieser Effekt wurde ebenfalls fir den ET-B-Rezeptor identifiziert. Negativ
geladene Kopfgruppen wie Phosphatidylglycerin und Phosphatidylserin scheinen einen
positiven Effekt auf die Faltung des ET-B-Rezeptors zu haben. Ebenfalls verandern Lange und
Flexibilitat der Lipidkette die Aktivitat des Rezeptors®?. Die Identifizierung einer optimierten
Lipidkomposition bestehend aus 18:1-trans/18:1-trans-1,2-dielaidoyl-sn-glycerin-3-phospho-
(17-racglycerin) ((DE)PG) fUhrte zur einer aktiven Fraktion des ET-B-Rezeptors von 3-4 %. Die
mikrosomalen Membranen des Sf21-Lysates unterscheiden sich vor allem in ihrer Kopfgruppe
zu der optimierten Zusammensetzung. Wahrend ca. 35-40 % der Lipidketten ebenfalls eine
18:1 Lange aufzeigen, besteht die Kopfgruppe zu 91 % aus Phosphatidylcholin und aus
Phosphatidylethanolamin. Die bevorzugten negativen Kopfgruppen Phosphatidylglycerin und
Phosphatidylserin sind zu einem Anteil von unter 2 % vertreten®??. Eine Umwandlung von
Mikrosomen in Proteo-Liposomen durch ,Elektroschwellung® kénnte genutzt werden, um
(DE)PG-Lipide in die Membran zu integrieren und so die Aktivitdt des ET-B-Rezeptors zu
steigern’’. Neben der Relevanz der Lipidkomposition wurde die Faltung des ET-B-Rezeptors
analysiert. Wahrend nach einer Synthesezeit von flnf Stunden ca. 50 % und nach zehn
Stunden ca. 75 % der totalen Proteinmenge an ET-B-Rezeptor produziert wurde, zeigte dieser
Rezeptor keinerlei Aktivitat®2°. Erst nach einer verlangerten Inkubationszeit mit einer optimalen
Dauer von 28 Stunden konnte Ligandbindung gemessen werden. Die zellfreie Synthese des
ET-B-Rezeptors in dieser Arbeit wurde flir drei Stunden inkubiert, sodass diese Zeitspanne
wesentlich erhdht werden kénnte. Alternativ kdnnte die zellfreie Synthese des ET-B-Rezeptors
in einem Dialyseverfahren durchgeflhrt werden, welches neben einer langeren Inkubationszeit
auch eine stetige Versorgung der Synthese mit frischen Aminosduren und
Energiekomponenten ermdglicht’®2%, So kénnte nicht nur die Proteinausbeute des ET-B-
Rezeptors gesteigert werden, sondern auch der prozentuale Anteil an ligandbindenden
Rezeptor. Ein weiterer Parameter, welcher fur die Funktionalitat des ET-B-Rezeptors kritisch
ist, besteht in der Ausbildung der Disulfidbriicke zwischen den extrazellularen Loops 1 und 252,
Durch den Austausch von DTT mit Glutathion, um die Ausbildung der Disulfidbriicke zu
unterstitzen, konnte die Anzahl an adressierten Ligandbindungsstellen beinahe verdoppelt
werden3?, Im Sf21-System konnte die Ausbildung von Disulfidbriicken am Beispiel von single
chain variable fragment (scFv)- Antikdrpern durch den Einsatz der Melittin-Signalsequenz in
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Abwesenheit von Glutathion gezeigt werden'®?, sodass vermutet werden kann, dass die
Disulfidbriicke des ET-B-Rezeptors korrekt ausgebildet wurde. Durch die Anpassung der
genannten Parameter wurde in der Kombination eine aktive Fraktion des ET-B-Rezeptors von
6,5 % mit einer maximalen Ligandbindung von 1103 pmol/ml erreicht®2°, Wiirde eine ahnliche
Steigerung der 53,7 pmol/mg im zellfreien Sf21-System erreicht werden?*®, ware dieser Wert
vergleichbar zu der Produktion von ET-B in SPA-Zellen mit einer berichteten maximalen
Bindung von 80 pmol je mg totales Membranprotein®?3. Aufgrund des offenen Charakters von
zellfreien Systemen kdénnen Optimierungsprozesse durchgefihrt werden, die in einem
zellbasierten Expressionssystem erschwert oder teilweise nicht moglich sind. Dazu gehért zum
Beispiel die Anpassung von Lipiden wahrend der Synthese. Zusatzlich kdénnen
Redoxbedingungen flexibler gewahlt werden ohne auf die Erhaltung der lebenden Zelle achten
zu mussen. Daruber hinaus kénnen aufgrund des wesentlich geringeren Zeitaufwandes der
zellfreien Proteinsynthese durch Mutagenese gewonnene DNA-Konstrukte hoch-parallelisiert
translatiert und die erhaltenen Proteine spater analysiert werden. In Kombination mit der
Erhoéhung der Proteinausbeute durch ein Dialyseverfahren'°2% konnte dieses System eine
Grundlage fir die Proteinproduktion von komplexen Proteinen fir zum Beispiel strukturelle
Analysen wie NMR, Cryo-Elektronenmikroskopie und Kristallographie bilden3%.

4.3. Einbau von nicht-kanonischen Aminoséauren durch Amber-Suppression

Wie bereits im letzten Abschnitt angesprochen, besteht ein groRes Interesse an der
Strukturaufklarung von Proteinen. Der Einfluss der 3D-Struktur auf die Funktion von Proteinen
ist vergleichbar mit der Anordnung von Kohlenstoff. Wahrend Kohlenstoffatome, die lose
miteinander verbundene Blatter ausbilden, im weichen Material Graphit resultieren, endet ein
dicht gepackter Wirfel in einem harten Diamanten. Die Struktur beeinflusst dementsprechend
die Charakteristiken und Funktionen eines Materials und auch eines Proteins. Besonders bei
Enzymen konnte anhand von konservierten Strukturen auf die katalytische Aktivitat von
unbekannten Proteinen geschlossen werden, so dass die Struktur-basierten Vorhersagen
zusétzlich zu den Sequenz-basierten Analysen nutzbar sind®?®. Zur ldentifikation von
speziellen Subdomanen von Proteinen ist besonders bei NMR und Cryo-EM, aber auch bei
Kristallstrukturanalyse eine positionsspezifische Markierung bevorzugt. Zum Beispiel wurden
Phenylalanin-Derivate mit lod oder Brom konjugiert und in das Lysozym des T4-Phagen
integriert®?®. Durch die ungewohnliche Streuung des lod-Atoms konnte die Struktur mit
wesentlich weniger Datenpunkten gelost werden®?. Der Einsatz von isotopisch markierten
oder Spin-markierten nkAs fiir NMR-Analysen ist ebenfalls mdglich®?’. Im Bereich der
Elektronenmikroskopie wurde der Einbau einer nkAs zur Kopplung eines leicht
identifizierbaren globularen Proteins genutzt®?®. Die Grundlage fur die erwahnten Beispiele
liegt in einer ausreichenden Adressierung des Amber-Stopcodons durch den Einbau der nkAs.
Aus diesem Grund wurde im ersten Abschnitt die Adressierbarkeit des Amber-Stopcodons im
Modelprotein Adenosin-Rezeptor A2a analysiert. Die Position des Amber-Stopcodons wurde
anhand von mehreren Kriterien ausgewahlt. Es wurde ein Bereich im dritten extrazellularen
Loop gewahlt, welcher sich durch eine hohe Flexibilitat und gute Zuganglichkeit
auszeichnet'®, sodass die reaktive Gruppe der nicht-kanonischen Aminosaure fir die
Kopplung des Farbstoffes zuganglich sein sollte (Abb. 12). Zusatzlich wurde bereits gezeigt,
dass die Integration eines Fluorophors in diesem Bereich zur Analyse einer ligandabhangigen
Strukturveranderung genutzt werden kann'®. In einem prokaryotischen System kann die
Einbaueffizienz einer nkAs durch die Inhibierung oder Entfernung des RF1s erhoht werden32.
Eine Inhibierung kann zum Beispiel durch die Bindung eines Aptamers erfolgen3*° oder direkt
durch das Ausschalten des RF1-Gens3%°. Aufgrund der unterschiedlichen Adressierung von
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RF1 (UAA und UAG) und RF2 (UAA und UGA)3**" wird die Proteintranslation trotz entferntem
RF1 am Opal- und Ochre-Stopcodon terminiert. Lediglich das Amber-Stopcodon wird nicht
mehr fUr eine Termination erkannt. In Eukaryoten ist dieser Ansatz nicht moglich, da alle drei
Stopcodons durch den Faktor eRF1 in Kombination mit dem eRF3 erkannt werden??®. Die
Interaktion des eRF1 mit den Stopcodons im Ribosom erfolgt hauptsachlich Uber die N-
terminale Domane, wahrend die Ausbildung des eRF1/eRF3-Komplexes hauptsachlich tber
die C-terminale Domane erfolgt und in einer Translationstermination resultiert®*?. Durch den
Austausch der Glutaminsaure zu Asparaginsaure an Position 55 in der N-terminalen Doméane
des eRF1s konnte die Erkennung des Amber-Stopcodon in vitro auf 21 % reduziert werden,
wahrend das Opal- und Ochre-Stopcodon weiterhin zu 78 bzw. 72 % erkannt werden®3®. In
Gegenwart dieses modifizierten eRF1 konnte die Einbaueffizienz von Ne-[(tert-
butoxy)carbonyl]-L-Lysin durch das Pyrrolysin-tRNA-Synthetase/tRNA-Paar in einer HEK293-
Zelllinie von 62 % auf 85 % erhoht werden®*, sodass dieser Ansatz ebenfalls in einem
zellfreien System angewandt werden kdnnte. Fir diesen Zweck kénnte durch genverandernde
Methoden wie zum Beispiel CRISPRCas9*° das Gen des eRF1s in der kultivierten Zelllinie so
modifiziert werden, dass die genannte Mutation in der Aminosauresequenz translatiert wird
und ein eRF1-verandertes Lysat entsteht. Fir solch eine Anwendung miusste Uberpruft
werden, inwieweit sich der veranderte eRF1 auf die lebende Zelle auswirkt. Die
Einbaueffizienz einer nkAs am Amber-Stopcodon ist dartiber hinaus vom Sequenzkontext der
umliegenden Codons abhangig. Dabei unterscheidet sich der Sequenzkontext zwischen den
einzelnen Spezies. Wahrend in E. coli eine hohe Einbaueffizienz bei einem Adenin an der +4
Position (Nukleotid direkt nach dem Amber-Stopcodon) identifiziert wurde3®3%, st dieser
Effekt in einer humanen 293-Zelllinie nicht bestatigt worden3*’. Die hochste Einbaurate in der
humanen Zelllinie wurde bei einem Cytosin (C>G>U=A) an der +4 Position erreicht®7. Aus
diesem Grund wurde im vorliegenden Konstrukt das Amber-Stopcodon ebenfalls upstream
eines Cytosins an der +4 Position gewahlt. Interessanterweise wird in Studien Uber den
Sequenzkontext in Bezug auf die Translationstermination diskutiert. Hier zeigen Ergebnisse,
dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 10 die Chance besteht, dass das Stopcodon Uberlesen
wird3®, Fir den humanen vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor A (VEGF-A) ist zum
Beispiel bekannt, dass durch Readthrough eine Isoform produziert werden kann, welche die
angiogenen Eigenschaften des VEGF-As umkehrt®°. Durch eine mogliche Kompetition
zwischen dem eRF1 und dem Uberschuss von nahverwandten tRNAs in der A-Stelle des
Ribosoms, welche zu zwei von den drei Positionen des Stopcodons komplementar sind,
kénnen falschlicherweise diese tRNA verwendet werden. Als Resultat wird eine inkorrekte
Aminosaure in die Polypeptidkette eingefigt und die Translation wird bis zum nachsten
Stopcodon weitergefiihrt®°, Um diesen so genannten Readthrough zu vermeiden, wird zum
Teil sogar ein vier-basiges Stoppsignal angenommen, welches ein Adenin oder Guanin direkt
nach dem Stopcodon involviert**'. Bei humanen Stopcodons folgt zum Beispiel zu 67 % ein A
oder G, bei Hasen liegt dieser Anteil sogar bei 73 %3*'. Folgt ein Cytosin nach dem Stopcodon
wurde ein Readthrough in einem Kaninchen-Retikulozyten-Lysat zwischen 2-5 % ermittelt342,
Insofern scheint eine hohe Suppressionseffizienz ebenfalls mit einem erhdhten Readthrough
verbunden zu sein. Um eine Aussage Uber die beschriebenen Effekte der Einbaueffizienz und
des Readthrough treffen zu koénnen, wurde ein Konstrukt erstellt, in dem das Amber-
Stopcodon vor dem Reporterprotein Nanoluziferase positioniert wurde, wodurch ein Auslesen
des jeweiligen Effektes ermdglicht wird. Der Einsatz von verschiedenen Kombinationen aus
vorbeladenen und enzymatisch aminoacylierten Suppressions-tRNAs und nicht-kanonischer
Aminosaure resultierte in vergleichbaren Ergebnissen. Wird die Synthese in Abwesenheit
einer der orthogonalen Komponenten durchgefiihrt, wurde anhand der Nluc-Lumineszenz ein
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Anteil an Volllangenprotein zwischen 0,25 % und 4 % ermittelt (Abb. 14 und 15A). Dieser Anteil
stimmt mit dem erwahnten Bereich von 2-5 % Uberein. Auffallig ist hierbei der erhdhte
Readthrough in Abwesenheit der nkAs, der bis zu einem Faktor 10 hoher ist im Vergleich zur
Abwesenheit der Synthetase oder der tRNA. Dies kdnnte dadurch begriindet werden, dass die
Synthetase zwar eine hdhere Affinitdt zur nkAs besitzt, aber dennoch strukturdhnliche
Aminosauren wie Tyrosin oder Phenylalanin akzeptieren kdnnte. Gerade bei Synthetasen, die
keine proof-reading-Funktion besitzen, wie es bei der Tyrosin-Synthetase der Fall ist, wird eine
miss-Acylierung nicht behoben®. Durch den Einsatz einer 20-fach héheren Konzentration an
nkAs im Vergleich zu den endogenen strukturdhnlichen Substraten wird das Verhaltnis
weiterhin zu Gunsten eines Einbaus der nkAs verschoben.

Die fluoreszenzmarkierte Aminosaure Lysin, chemisch aminoacyliert an eine tRNA (BP-CUA),
wurde zu 20 % in das Modelprotein Adora2a_amb215-Nluc integriert (Abb. 13). Diese
Suppressionseffizienz ist vergleichbar zum Einbau von AzF, (22 %) unterscheidet sich zum
Einbau von pPa (81 %) jedoch stark, sodass sowohl ein Einfluss der nkAs als auch der
Suppressions-tRNA vermutet werden kann. Ein wesentlicher Unterschied liegt in der
Ausrichtung der nkAs. Durch den Austausch der Hydroxy-Gruppe des Tyrosins zu einer Alkin-
bzw. Azid-Gruppe wird die Struktur der Aminosaure nicht stark verandert. Durch die Kopplung
eines BODIPY-TMRs jedoch schon, da dieses Molekil aufgrund der unflexiblen Ringstruktur
raumlich ausgedehnt ist und nur knapp die Exit-Stelle des Ribosoms passieren kann. Wahrend
der Exit-Tunnel einen Durchmesser von 10-20 A besitzt3*®, hat unkonjugiertes BODIPY bereits
eine GréRe von 10,1 x 10,1 x 17,1 A3*. Diese Problematik besteht in der Verwendung eines
orthogonalen Systems nicht, da der Einbau der nkAs entkoppelt von der Fusionierung des
Farbstoffes vorliegt. Unkonjugiertes Phenylalanin ist zwar ahnlich lang wie BODIPY (9,7 A),
dafir aber lediglich 4,7 A breit**®. Trotz einer &hnlichen Struktur wurden unterschiedliche
Suppressionseffizienzen flir pPa und AzF identifiziert. Wahrend einige Klasse-I-tRNA-
Synthetasen wie im Fall der Isoleucin-RS, der Valin-RS oder der Leucin-RS proof-reading
Mechanismen besitzen, wodurch eine falsch ligierte Aminosaure von der tRNA entfernt wird,
ist dieser Prozess wie oben erwahnt bei der EcTyrRS nicht bekannt'®. Eine bereits an die
Suppressions-tRNA aminoacylierte nkAs sollte dementsprechend nicht von der eAzFRS
wieder entfernt werden. Zusatzlich wurde die erfolgreiche Integration von AzF in ein Zielprotein
sowohl in vivo**¢347 als auch in vitro mehrfach gezeigt'®'’. In den genannten Studien wurden
Suppressionseffizienzen von 50 bis 80 % flr ein Amber-Stopcodon und 25 % flr die
Adressierung eines zweiten Amber-Stopcodons erreicht. Ebenso liegt in der vorliegenden
Arbeit ein erfolgreicher Einbau von AzF in das Protein Erythropoetin vor, sodass die geringe
Einbaueffizienz nicht auf die Funktionalitat des orthogonalen Systems zurtickgefiihrt werden
kann (Abb. 22A). Eine Moglichkeit kdnnte die Reduktion der Azidgruppe durch im CHO-Lysat
enthaltene Komponenten zu einer Aminogruppe sein®7-348, Eventuell wird die Anderung in der
para-Position des Phenylalanins durch die Tyrosin-Aminoacyl-tRNA-Synthetase nicht
akzeptiert und die nkAs somit nicht fir eine Aminoacylierung der Suppression-tRNA
verwendet. Eine Studie Uber den Einbau von unterschiedlichen ortho-modifizierten
Phenylalanin-Derivaten durch die Methanocaldococcus jannaschii Tyrosin-Synthetase zeigt
ebenfalls eine unterschiedliche Adressierung des Amber-Stopcodons. Wird zum Beispiel ein
Chlor oder Brom durch ein lod ersetzt, sinkt die Einbaurate auf ca. 50 %. Ebenfalls wurde ein
um 33 % geringerer Einbau identifiziert durch eine O-Methyl-Gruppe in der ortho-Position.
Generell scheint die Einbaueffizienz mit einem groRBeren Substituenten abzunehmen?,
Dieses Problem kann umgangen werden, in dem die Substratspezifitdt der Synthetase
angepasst wird. Die hier eingesetzte Variante (p-AzidoPheRS-6)"® besitzt vier Mutationen, von
denen die Y37T-Mutation zur Destabilisierung der Bindung zum endogenen Tyrosin
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verantwortlich ist, die Mutationen D182S und F183A die Substratspezifitdt koordinieren und
der D265R-Austausch die Aminoacylierung der Suppression-tRNA verbessert'®. Zusatzlich
wirkt sich die Aminosaure an Position 186 auf die GroRe der Bindungstasche aus, sodass
diese Position ebenfalls variiert werden konnte34°. Takimoto tauschte zum Beispiel das Leucin
zu einem Alanin aus um eine VergroéRRerung der Bindungstasche fir die Inkorporation von p-
Benzoylphenylalanin und AzF zu erreichen'®. Eine aktuellere Studie, die den Einbau eines 7-
Hydroxycoumarin-Tyrosins durch die E. coli Tyrosin-Synthetase untersucht, prognostiziert
durch den strukturellen Vergleich von verschiedenen modifizierten Tyrosin-tRNA-Synthetasen
weitere Aminosaurereste, die fur die Substratkoordination (L71) verantwortlich sind, sowie die
katalytische Domane formen (L56, T76, S120, A121)*° In der erwahnten Studie wird
beschrieben, dass der Phenolring des Coumarins hauptsachlich durch die Interaktion mit den
Aminosauren L71 und T76 erkannt wird. Aufgrund der spezifischen Interaktionen von
einzelnen Aminosaureresten im katalytischen Zentrum der eAzFRS musste fur jede nkAs ein
Screening zur Identifizierung der spezialisierten Synthetase durchgefiihrt werden3®',

Durch die Variation der Konzentrationen von eAzFRS oder Suppression-tRNA konnte die
Einbaueffizienz der nkAs teilweise um 20 % gesteigert werden (Abb. 14 und 15). Sowohl flr
den Einbau von AzF als auch von pPa wurde eine hohe Einbaueffizienz durch den Einsatz von
3 UM Synthetase, 3 pM tRNA und 2 mM nkAs ermittelt. Eine explizite Tendenz im Hinblick auf
eine optimale Kombination aus tRNA und eAzFRS ist jedoch nicht erkennbar. Dies lasst den
Schluss zu, dass die Aminoacylierung der tRNA durch die eAzFRS im Allgemeinen ein
robuster Prozess ist, welcher Konzentrationsveranderungen toleriert. Lediglich eine zu geringe
Suppressions-tRNA -Konzentration scheint die Einbaueffizienz negativ zu beeinflussen.
Sowohl fir den Einbau von AzF als auch pPa wurde die niedrigste Einbaurate in Gegenwart
von 1 uM (14 %) bzw. 2 uyM (63 %) tRNA ermittelt. Die Suppressions-tRNA wird im Vorfeld
zum Einsatz in einer zellfreien Synthese separat transkribiert und gefaltet. Durch diesen
separierten Schritt werden keine Modifikationen an die Nukleotide der tRNA angeflgt. Auch
wenn eukaryotische tRNAs starker modifiziert vorliegen als prokaryotische, sind
Modifikationen wie das Pseudouridin (W) oder das 1-Methyl-Adenosin auch in prokaryotischen
tRNAs vertreten3®2. Einfache Modifikationen wie Methylierungen an der Ribose sind besonders
in der tRNA-Kern-Region prasent. In dieser Region interagieren der D- und T-Arm miteinander,
um die dreidimensionale Struktur aufrecht zu erhalten. Komplexere, enzymbasierte
Modifikationen treten hauptsachlich im Anticodon-Loop als Voraussetzung fur eine effiziente
Translation auf*®2, Auch wenn die erfolgreiche Aminoacylierung der unmodifizierten tRNA auf
eine korrekte Faltung hindeuten, konnte die Stabilitdt der tRNA durch zusatzliche
Modifikationen erhoht werden3%2. Durch die Anwesenheit von 1 mM oder mehr Magnesium-
lonen kann die korrekte Faltung der tRNA ebenfalls gefordert werden. In den hier
verwendeten zellfreien Systemen wurden Magnesium-Endkonzentrationen von 2,5 mM (Sf21)
bzw. 3,9 mM (CHO) eingesetzt, sodass die tRNA-Konformation wahrend der Synthese
erhalten bleiben sollte. Der Zusatz von Magnesium wahrend der tRNA-Faltung zeigte keinen
Effekt (Daten nicht gezeigt).

4.4. Klickreaktionen und ihre Anwendung

Aufgrund der hohen Einbaueffizienz des pPas wurde diese nkAs ausgewahlt, um Uber eine
Klick-Reaktion einen Farbstoff zu koppeln. Im ersten Schritt wurde die kupfer-katalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (CuAAC) analysiert (Abb. 16). Der Einsatz der CUAAC als bioorthogonale
Reaktion wurde bereits zu Beginn des Jahrtausends beschrieben®. Trotz der
vielversprechenden Einsatzmdglichkeiten der CUAAC sind Limitationen fur zellbasierte Assays
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aufgrund der Toxizitat des eingesetzten Kupfers gegeben. Kupfer-lonen kénnen durch
Aminosaurereste chelatiert werden und dadurch die Struktur und Funktionalitat des Proteins
beeintrachtigen. Zusatzlich kann die Entstehung von reaktiven Sauerstoffformen induziert
werden?':3% so dass Kupfer-lonen im mikromolaren Bereich Zellschaden oder sogar den
Zelltod hervorrufen kénnen®'. Durch den Einsatz eines dreifach konjugierten Stickstoffes mit
modifizierten Triazol-Ringen kénnen Cu(l)-lonen stabilisiert und der negative Einfluss reduziert
werden®%®. Zu diesen Strukturen gehort das hier eingesetzte THPTA, welches im Gegensatz
zu anfanglich entwickelten Strukturen eine hohe Wasserloslichkeit besitzt**”. Darliber hinaus
wurde die Aminosaure L-Histidin als Stabilisator eingesetzt, da flr L-His ebenfalls ein positiver
Effekt auf die CUAAC beschrieben wurde und der Cu(l)-L-Histidin-Komplex im Vergleich zu
den Triazol-Strukturen wie THPTA die niedrigste Toxizitat auf lebende Zellen aufzeigt?®'. Die
Cycloaddition von zwei verschiedenen Alkin-Derivaten an Azidocoumarin zur Ausbildung des
fluoreszierenden Tetrazin-Molekuls zeigte die hochste Umsetzungsrate in Gegenwart von
THPTA (Abb. 16). Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Beobachtung aus dem Jahr 20143%,
In diesem Paper wurde fur L-Histidin die oben beschriebene Vertraglichkeit mit lebenden
Zellen dargestellt, jedoch zeigte sich in vitro eine wesentlich geringere
Umsetzungsgeschwindigkeit der CuAAC in Gegenwart von L-Histidin im Vergleich zu den
verwendeten Triazolverbindungen. Weiterhin wurden wasserlésliche THPTA ahnliche
Verbindungen vorgestellt, welche sich durch verbesserte Charakteristiken wie einer héheren
Umsetzungsrate der CuAAC in vitro und einer niedrigeren Toxizitdt auf lebenden Zellen
auszeichnen®%, Interessanterweise wurden starke Unterschiede der Triazolverbindungen in
ihrer katalytischen und stabilisierenden Funktion in vitro und in vivo bestimmt, sodass ein
Vergleich der vorgestellten Verbindungen mit dem hier verwendeten THPTA durchgefihrt
werden sollte. Ein weiterer Einfluss zeigt sich in der Art des Alkin-Derivates. Die Kombination
aus AF647-Alkin und THPTA resultierte in einem niedrigeren Fluoreszenzsignal (Faktor 1/14)
im Vergleich zu der Kombination aus pPa und THPTA. Dies kénnte auf die Zuganglichkeit des
Alkins zurickzufihren zu sein, da AlexaFluor im Vergleich zur Aminosaure Phenylalanin
grélker und komplexer ist, wodurch eine sterische Hinderung mit der Ringstruktur des
Coumarins auftreten kénnte. Durch die hohere Umsetzungsrate von THPTA wurde dieser
Ligand fir die folgende Kopplung mit Hilfe der CuAAC von ausgewahlten Farbstoffen
verwendet. Der ausgewahlte Silikon-Rhodamin-Azid (SiR-Azid)-Farbstoff ist hoch fluorogen,
nicht-toxisch und besitzt eine Emissions- und Anregungswellenlange im weiten Rotbereich®,
wodurch der Farbstoff nicht mit der Eigenfluoreszenz der Mikrosomen interferiert. Zusatzlich
zeichnen sich SiR-Derivate durch einen besonderen Mechanismus aus. Diese Farbstoffe
existieren in einem Gleichgewicht zwischen einem nicht-fluoreszierendem Spirolacton (Aus-
Status) und einem fluoreszierenden Zwitterion (An-Status). Der Aus-Status wird durch
Aggregation und eine unspezifische Bindung des SiRs an hydrophobe Oberflachen geférdert.
Im Gegensatz dazu wird der An-Status durch die Interaktion mit polaren Proteinoberflachen
erreicht®®. Aufgrund des beschriebenen Mechanismus wurde SiR ausgewahlt, um eine
Farbung der mikrosomalen Membran durch eine unspezifische Bindung des Farbstoffes zu
umgehen. Zu Beginn wurde die Kopplung des Farbstoffes an das Zielprotein optimiert. Um die
beschriebene Toxizitdt von Kupfer mdglichst gering zu halten, wurde die optimale
Kupferkonzentration  bestimmt, welche fir eine Proteinmarkierung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff geeignet ist (Abb. 17A und B). Eine Fluoreszenzbande wurde ab dem
Einsatz von 100 uM Kupfer identifiziert, mit einer hochsten Intensitat bei einem Einsatz von
200 pM CuSOs.. In verschiedensten Publikationen wird ebenfalls 100— 200 uM CuSOg4 fur die
Durchfliihrung der CUAAC eingesetzt3%8:360.361 Ab einem Einsatz von 100 uM CuSOQy ist im
Autoradiogramm bereits ein negativer Effekt des Kupfers zu sehen, da die Intensitat der
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Proteinbande des Adora2a abnimmt. Diese GréfRenordnung stimmt mit dem ermittelten
mikromolaren Bereich iberein?®'. Eine minimal intensive Fluoreszenzbande wurde bereits ab
einer SiR-Konzentration von 3 uM detektiert (Abb. 18). Durch die Erhéhung der Konzentration
an SiR auf 20 uM konnte ebenfalls die Fluoreszenzintensitat der Produktbande gesteigert
werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem Einsatz eines Tetrazin-SiR-Derivates,
welches bei einem Einsatz von 20 uM in einer erfolgreichen Fluoreszenzmarkierung des
Zielproteins GFP in lebenden Zellen resultierte®*. Zusatzlich zeigt sich bei einer geringen
Inkubationszeit des SiRs von unter 10 min eine Produktbande in der In-Gel-Fluoreszenz,
welche sich im Vergleich zu einer Inkubationszeit von zwei Stunden durch weniger
Nebenbanden auszeichnet. Im Gegensatz zur Staudinger Ligation, welche mit einer
Umsetzungsgeschwindigkeit von 3 x 103 M s*' langsam ablauft, werden die Edukte in der
CUuAAC mit einer Umsetzungsgeschwindigkeit von 10-200 M' s*' wesentlich schneller zum
Produkt umgewandelt®*®?. Fir die erfolgreiche Markierung von Azid-Glykanen auf der
Oberflache von lebenden Zellen mit einem Alkin-konjugierten Farbstoff wurden
Inkubationszeiten von 5-10 min bei 4 °C angewendet®®®. Die Fluoreszenzbande nach einer
Inkubationszeit von 0 min ist auf die Weiterflhrung der CuAAC wahrend des
Fallungsprozesses in Gegenwart von Aceton zurlickzufiihren3®*, sodass durch den
Fallungsprozess eine minimale Inkubationszeit von 45 min zu Stande kommt. Trotz der
intensiven Produktbande in der In-Gel-Fluoreszenz konnte mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie kein Unterschied zwischen den unspezifisch markierten Mikrosomen und der
Kopplung des SiRs an den in der Membran lokalisierten Adora2a detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Aufgrund der detektierten Fluoreszenz des SiRs scheint eine unspezifische
Interaktion mit polaren Oberflachen von Proteinen moglich zu sein, die eine
Konformationsanderung des Farbstoffes und somit den fluoreszierenden Status auslosen.
Ahnliche Ergebnisse wurden fir die Markierung des Adora2a mit DyLight488- bzw. 650-
Phosphin erhalten, da diese Farbstoffe eine hohe unspezifische Farbung der mikrosomalen
Membran aufzeigten (Abb. 19). Interessanterweise gibt es verschiedenste Paper, in denen
DyLight-Phosphin zur positionsspezifischen Markierung von Antikdrpern Uber eingebrachte
Azid-Zucker verwendet wurde®3%¢. Der gereinigte und markierte Antikorper wurde
anschliefend in eine Maus injiziert, um die Bindung des Antikdrpers an Tumoren zu
visualisieren. Im Gegensatz zu DyLight-Phosphin werden fur die Visualisierung von
Biomolekilen wie Peptiden, Proteinen und Oligonukleotiden in lebenden Zellen vor allem
Alexa Fluor- und Cyanin-, aber auch Fluorescein (FAM)-Derivate verwendet*¢"*%¢, Dies kdnnte
auf die etablierte Kopplung von funktionalisierten Gruppen an die genannten Farbstoffe wie
geladene Ammoniumionen, Carboxylate, Phosphonate und Sulfonate zur Erhdéhung der
Hydrophilie der Farbstoffe zuriickzufihren sein, um Markierungsreaktionen in biokompatiblen
Milieus durchfiihren zu kénnen®*®. Anhand eines Carbonsaure-konjugierten BODIPYs als
Ausgangskomponente konnte durch die Kopplung der erwahnten funktionalisierten Gruppen
an die Carbonsaure die Wasserldslichkeit des Farbstoffes drastisch erhoht werden, wahrend
die Fluoreszenzeigenschaften erhalten werden konnten®®°. Die hier ausgewahlten Farbstoffe
Cy5 und 6-FAM besitzen ebenfalls funktionalisierte Gruppen (zwei Sulfit-Gruppen beim Cy5,
zwei Hydroxy-Gruppen beim 6-FAM), um die Hydrophobizitdt zu senken. Neben der
Wasserloslichkeit stellt die Interaktion des Farbstoffes mit der Lipiddoppelschicht, welche
moglichst gering sein sollte, um ein niedriges Hintergrundsignal zu erhalten, ein
entscheidendes Auswahlkriterium dar. Der Vergleich von 32 verschiedenen Farbsoffen aus
einer Studie im Jahr 2014 zeigt eine hochste Interaktion von BODIPY (Faktor 90) mit der
synthetischen Lipiddoppelschicht, wahrend fur Sulfo-Cy5 und Carboxyfluorescein (FAM) ein
geringer Membran-Interaktions-Faktor (0,3 fur Sulfo-Cy5 und 0,03 fir FAM) bestimmt
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wurde®”°. In dieser Studie wurde eine Lipiddoppelschicht bestehend aus Phosphatidylcholin
und Phosphatidylserin im Verhaltnis von 9:1 verwendet, welche wie im Abschnitt 4.2
beschrieben ahnlich zu der Zusammensetzung der mikrosomalen Membran ist. Im Vergleich
zum hydrophoben DyLight-Phosphin konnte eine reduzierte unspezifische Markierung der
mikrosomalen Membran durch die Farbstoffe Cy5 und 6-FAM detektiert werden (Abb. 20 und
21). Durch diese Beobachtung wird das Ergebnis eines geringeren Membran-Interaktions-
Faktors fur diese beiden Farbstoffe unterstitzt. Zusatzlich konnte ein klarer Unterschied
zwischen der nicht-markierten Probe und dem markierten Adora2a bestimmt werden (Abb. 20
und 21), sodass sich diese beiden Farbstoffe flr die Markierung eines Zielproteins integriert in
mikrosomalen Membranen in einem eukaryotischen System eignen.

Im Folgenden wurden die etablierten Markierungsreaktionen auf zwei pharmazeutisch
relevante Proteine angewandt, um am Beispiel des EPOs eine Proteinmodifikation
durchzufuhren und am Beispiel des Adora2as eine strukturelle Veranderung nach
Ligandbindung zu zeigen.

Zu Beginn wurde, wie fur den Adora2a durchgefihrt, die Adressierbarkeit des Amber-
Stopcodons mit AzF und pPa analysiert (Abb. 22A und B). Da kein C-terminales
Reporterprotein vorlag, konnte die Einbaueffizienz nur anhand des Autoradiogramms
abgeschatzt werden. Zusatzlich wird die Abschatzung der Einbaueffizienz durch die
Glykosylierung des Terminationsproduktes erschwert, da sich das Amber-Stopcodon
downstream zu den drei Codons befindet, welche flr die N-Glykosylierungen tragende
Asparagine codieren. Dies fallt besonders im Vergleich der In-Gel-Fluoreszenz zum
Autoradiogramm beim Einbau von AzF auf. Wahrend in der In-Gel-Fluoreszenz vier definierte
Banden (markiertes nicht-glykosyliertes Volllangenprodukt und drei markierte unterschiedlich
glykosylierte Volllangenprodukte) zu erkennen sind, erscheinen die Banden im
Autoradiogramm undefiniert und sind schwerer voneinander zu differenzieren. Bei einem
erfolgreichen Einbau der nkAs resultiert der durchgefihrte PNGase F Verdau in zwei
Produkten: dem unglykosylierten Terminationsprodukt und dem unglykosyliertem
Volllangenprodukt. Diese beiden Banden zeigen beim Einbau von AzF eine vergleichbare
Intensitat, sodass die Einbaueffizienz von AzF vermutlich im Bereich von 50 % liegt. Wird die
Synthese in Abwesenheit der nkAs durchgefihrt, ist nach dem PNGase F-Verdau lediglich das
unglykosylierte Terminationsprodukt zu erkennen. Wird pPa fir die Amber-Suppression
eingesetzt, zeigt die In-Gel-Fluoreszenz ein vergleichbares Ergebnis. Im Autoradiogramm sind
jedoch definierte Banden zu erkennen und die unglykosylierte Terminationsbande ist weniger
intensiv als bei dem Einbau von AzF, sodass die Einbaueffizienz von pPa hoéher erscheint und
bei ca. 80 % liegt. Damit zeigt sich im Vergleich zum Modelprotein Adora2a eine doppelt so
hohe Einbaueffizienz fur AzF und eine vergleichbare Einbaueffizienz flir pPa. Es wird also
deutlich, dass die Einbaueffizienz neben den bereits in Abschnitt 4.3 beschriebenen Effekten
vom Protein abhangig sein kann. Wie in der Einleitung beschrieben kann sich das
Glykosylierungsmuster von EPO stark in der Zusammensetzung unterscheiden, wodurch
ebenfalls die Bioaktivitat und die Halbwertszeit von EPO beeinflusst werden kann®"'. Anhand
der durchgefihrten Analysen in dieser Arbeit wurden heterogene Glykosylierungsmuster des
zellfrei synthetisieten EPOs aufgrund einer unterschiedlichen Adressierung der N-
Glykosylierungsstellen detektiert. Eine zusatzliche detaillierte massenspektrometrische
Analyse  der  Glykosylierungsmuster  zeigte eine  unterschiedlich  auftretende
Glykanzusammensetzung bestehend aus zwei N-Acetylglycosaminen und funf bis acht
Mannoseresten (HexNacz(Man)s.s) auf?>2. Aufgrund der weniger ausgepragten Komplexitat der
Glykosylierung liegt im Vergleich zu in Saugetierzelllinien produzierten EPO eine niedrigere
Heterogenitat im Glykosylierungsmuster vor®”2, Ein Nachteil des reduzierten und veranderten
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Glykosylierungsmusters kann zum einen die Beeinflussung von Proteineigenschaften sein und
zum anderen eine erhohte Immunogenitat. Dieser Effekt ist zum Beispiel fur die in
Insektenzellen vorkommende o1,3-verkniipfte Fucose bekannt®”. Aus diesem Grund wird
versucht eine homogene Glykosylierung an das Protein durch enzymatische oder synthetische
Methoden zu koppeln oder die Glykosylierungen durch Polymere, wie es in der vorliegenden
Arbeit getan wurde, zu ersetzen. In diesem Zusammenhang haben sich PEG-Gruppen als
biokompatibles Polymer erwiesen, pharmakokinetische Eigenschaften wie Ldslichkeit,
Stabilitdt, Halbwertszeit und Anfalligkeit flr einen proteolytischen Abbau positiv zu
beeinflussen 4. Diese Aussage trifft ebenfalls auf die PEGylierung von EPO zu?**. Die
Einflhrung einer kurzen PEG-Kette (1,5- 4 kDa) an jeweils einer N-Glykosylierungsstelle des
ansonsten unglykosylierten EPOs resultierte in einer drastischen Zunahme der Ldslichkeit,
Stabilitat und Aktivitat. Besonders durch die Kopplung von langeren PEG-Ketten (4 kDa)
konnte eine vergleichbare, zum Teil sogar hohere biologische Aktivitat im Vergleich zum CHO
produzierten EPO erreicht werden?®. Aufgrund der hohen Einbaueffizienz des pPas wurde
diese nkAs im Weiteren zur Kopplung eines Azid-modifizierten PEGs genutzt (Abb. 22B). Da
die Ausbildung von N-Glykosylierungen keinen Einfluss auf die globale und lokale Struktur des
Proteins hat®’5, sollte eine gleiche Kopplungseffizienz des PEGs an die unterschiedlich stark
glykosylierten EPO-Varianten angenommen werden kénnen. Trotz dessen wurde nur eine
zusatzliche definierte Bande auf der Hohe von 49 kDa detektiert, welche dem dreifach
glykosylierten und PEGylierten EPO zugeordnet werden kann. Die Bereiche zwischen 14 und
38 kDa zeigten im Vergleich zum nicht-PEGylierten EPO keinen Unterschied, sodass
scheinbar eine starkere PEGylierung des dreifach-glykosylierten EPOs vorlag. Eine Erklarung
kénnte die erhohte Stabilitdt des EPOs durch die Glykosylierungen sein, welche den
moglichen Einfluss der CUAAC kompensiert. Dabei konnten zwei Effekte der CUAAC die
Stabilitdt des EPOs reduzieren. Zum einen wird durch die Anwesenheit von 5 mM NaAsc eine
reduzierende Umgebung geschaffen, wodurch die Disulfidbriicken des EPOs geldst werden
konnten und die Stabilitat des EPOs reduziert wird®”¢. Zum anderen konnte das eingesetzte
Kupfersulfat nicht vollstandig durch das NaAsc reduziert werden und somit seinen
oxidierenden Charakter beibehalten®””. So resultiert die Oxidierung von Tryptophanen in EPO
in einem Funktionalitatsverlust aufgrund von einer instabilen Struktur®®. Dieser Effekt wurde
besonders bei einem nicht-glykosylierten EPO festgestellt, wahrend auch hier die
Glykosylierungen einen stabilisierenden Effekt zeigten. Es kann angenommen werden, dass
der beschriebene stabilisierende Effekt ebenfalls durch langerkettige PEGs erhdht werden
kann, da in der erwahnten Studie die gekoppelten PEGs lediglich einen Anteil von 7-17 % des
gesamten Molekulargewichtes von EPO besitzen, wahrend die natirliche Glykosylierung zirka
einen Anteil von 40 % des Gesamtmolekulargewichtes ausmacht. Um diese Aussage zu
unterstitzen kann das zellfrei hergestellte PEGylierte EPO isoliert werden und der positive
Effekt mittels einer wachstumsabhangigen Zelllinie untersucht werden. Mit Hilfe dieses
Ansatzes wurde bereits gezeigt, dass der Einbau der nkAs pPa und AzF keine Veranderung
in der biologischen Aktivitat von EPO hervorrief?%2, Eine weitere Moglichkeit zur Herstellung
von EPO mit definierten Glykosylierungen kann durch die Verwendung einer glyko-optimierten
E. coli-Zelllinie realisiert werden. Im entstandenen Lysat konnten N-Glykosylierungen durch
die Integration von Oligosaccharyltransferasen und Lipid-verlinkte Oligosaccharide ermdglicht
werden®’®,

Neben der Modifikation von Proteinen zur Verbesserung ihrer biochemischen Eigenschaften
kénnen durch die positionsspezifische Einbringung von Fluoreszenzfarbstoffen, inter- oder
intramolekulare  Proteininteraktionen analysiert werden. Dies wurde mit dem
fluoreszenzmarkierten Modellprotein Adora2a-Nluc durchgefuhrt. Aufgrund des negativen
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Einflusses der CUAAC auf die Nluc-Aktivitat und des geringen Einbaus des AzF wurde flr die
Fluoreszenzmarkierung die mit einem Lysin-BODIPY-TMR vorbeladene tRNA eingesetzt. Da
far BODIPY (BP) ein hoher Membraninteraktionsfaktor bestimmt wurde3’°, wurde zuerst eine
mogliche unspezifische Interaktion zwischen der Nluc und dem mit der Membran
interagierenden Farbstoff, welcher sich in raumlicher Nahe zur Nluc befinden kénnte, bestimmt
(Abb. 23). Die Kombination aus dem Volllangenprotein mit C-terminaler Nluc und dem BP-
CUA, welches weder statistisch noch positionsspezifisch an Adora2a-Nluc gekoppelt werden
sollte, resultierte in einem 33%igen Signal im Vergleich zu der Kombination aus Adora2a_amb-
Nluc und BP-CUA. Dieses Ergebnis deutet auf eine geringe unspezifische Interaktion
zwischen dem nicht gekoppelten Farbstoff und der Nluc hin (Abb. 24). Aufbauend auf diesem
Ergebnis wurde ein BRET-Assay etabliert, um die ligandabhéngige, strukturelle Anderung des
Adora2a zu analysieren. Im Vergleich zu einem Foérster-Resonanzenergietransfer (FRET), der
zwischen zwei Fluorophoren stattfindet, zeichnet sich der BRET-Assay zwischen Luziferase
und Fluorophor durch einige Vorteile aus. Durch die unterschiedliche Aktivierung des Donors
(Oxidation des Substrates Furimazin) im Vergleich zum Akzeptor (Anregung durch Licht bei
einer Wellenlange von 530 nm) entsteht keine zeitgleiche Anregung beider Interaktionspartner.
Zusatzlich besteht im Vergleich zu einem FRET ein geringerer Photobleaching-Effekt, da der
Donor nicht Uber Licht angeregt wird. Ebenfalls unterscheiden sich BRET- und FRET-Assays
in ihrer Sensitivitat. Die Effizienz des Energietransfers reduziert sich mit der sechsten Potenz
des Abstandes beider Interaktionspartner. Durch die hohere Energie der Emission der Nluc im
Vergleich zur Emission eines Fluorophors kénnen bei einem BRET-Assay Strukturdnderungen
im Bereich von 3,8-11,3 nm%?° detektiert werden, wahrend bei einem FRET-Assay Abstande
zwischen 2,4 und 7,2 nm3® zu einer Signalveranderung fiihren. Fir den Klasse A GPCR .-
adrenergischer Rezeptor wurde z. B. eine Distanz zwischen dem dritten intrazellularen Loop
und dem C-Terminus mit 89 Aminosauren von 6,2 nm (62 A) bestimmt®’, sodass ein BRET-
basierter Assay ein besseres detektierbares Signal gibt. Der C-Terminus des Adora2as ist mit
120 Aminosauren im Vergleich zu anderen Klasse A GPCRs besonders ausgepragt. Aufgrund
der nicht bekannten Struktur des C-Terminus (Deletion ab Aminosaure 318)'®" und einer
moglichen Entfernung zum dritten intrazelluldren Loop von mehr als 11 nm, wurde fur die
Durchfuhrung des BRET-Assays eine verklrzte Variante mit 49 Aminosauren des C-Terminus
verwendet (Deletion ab Aminosaure 341)'4. Um einen genaueren Einblick in die strukturellen
Veranderungen des Adora2as nach der Bindung des Adenosins zu erhalten, wird dieser Ablauf
im Folgenden beschrieben. Das Xanthin des Adenosins interagiert mit dem Adora2a Uber Van-
der-Waals-Krafte zu den Aminosauren Methionin 177 in TM5, sowie Methionin 270 und
Isoleucin 274 in TM7. Zusatzlich entsteht eine n-r-Wechselwirkung mit dem Phenylalanin 168
im extrazellularen Bereich 2 und eine Wasserstoffbriicke zu Asparagin 253 in TM6. Die Ribose
des Adenosins interagiert Uber Van-der-Waals-Krafte mit Aminosauren in TM3 (Valin 84,
Leucin 85, Threonin 88) und TM6 (Tryptophan 246 und Leucin 249). Die
Wasserstoffbriickenbindungen zu Serin 277 und Histidin 278 sowie in den extrazellularen
Bereichen 2 (Glutaminsaure 169) und 3 (Histidin 264) stabilisieren die Bindung des Adenosins
und  schlieRen die  Bindungstasche®Z. Durch  den  Agonisten  werden
Konformationsanderungen hauptsachlich in der Ligand-Bindungstasche sowie in der
intrazellularen Seite des Rezeptors ausgeldst. Um die Bindung des Adenosins zu ermdglichen,
ist eine Rotation der TM3 um seine Achse um zwei A nétig, um eine sterische Hinderung des
Agonisten mit V84 und L85 zu vermeiden. Zusatzlich dreht sich TM5 um vier A in Richtung
des Rezeptorkerns®?2. Durch die strukturellen Anderungen in der intrazellularen Doméane wird
die Kopplung des G-Proteins vorbereitet®2. Dabei rotieren die cytoplasmatischen Enden von
TM5 und TM6 seitlich nach auRen um sieben bzw. finf A, sowie von TM7 um vier A nach
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innen'®338_ Durch die Rotation der TM6 wird die fiir inaktive Rezeptoren bekannte ,ionic lock*
zwischen Arginin 102 und Glutaminsaure 228 gel6st und der Rezeptor kann in eine aktive
Konformation wechseln. Durch die Veranderung der Position der Interaktionspartner im dritten
extrazelluldaren Bereich und im C-Terminus zueinander und der Sensitivitat des
Energietransfers, welcher umgekehrt proportional zu der sechsten Potenz der Entfernung ist,
konnen die beschriebenen strukturellen Bewegungen detektiert werden3*. In Abbildung 25 ist
eine Erhéhung des BRET-Signals um 10 % in Gegenwart von 100 uM Adenosin zu erkennen.
Durch den Einsatz von héheren Adenosinkonzentrationen tritt keine weitere Veranderung auf.
Dieses Ergebnis deutet auf eine strukturelle Veranderung des Adora2as hin, sowie auf eine
Sattigung der Bindungstaschen des Adora2as bei unter 100 uM Adenosin. Im Gegensatz zum
erhaltenen Ergebnis konnte in der Literatur eine Abnahme des BRET-Signals nach Adenosin-
Zugabe gezeigt werden, da eine Zunahme der Distanz zwischen dem dritten extrazellularen
Bereich und dem C-Terminus nach Ligandbindung angenommen wird'%*. Im zitierten Paper ist
eine Reduzierung des FRET-Signals um 8 % in Gegenwart von Adenosin ermittelt worden.
Der Anstieg des BRET-Signals in dieser Arbeit kdnnte auf eine veranderte Ausrichtung des C-
Terminus aufgrund der fusionierten Nluc zurlckzuflihren zu sein. Auch wenn die Nluc im
Vergleich zu Fluoreszenzproteinen wie YFP und GFP ein geringeres Molekulargewicht
aufzeigt, ist eine strukturelle Veranderung des Zielproteins durch die Fusionierung von
Reporterproteinen beschrieben®?®. In dieser Studie wurden YFP und CFP in zuféllig
ausgewahlten Positionen in einen Kaliumkanal integriert und anschlieRend wurde die
Funktionalitat des Kanals Uberprift. Von den erstellten 55 Konstrukten wurde ein Drittel korrekt
in die Plasmamembran integriert und diese zeigten eine zum Wildtyp &ahnliche,
spannungsabhangige Aktivitat. Eine weitere Moglichkeit fir das erhaltene BRET-Signal kénnte
in der Formation von Homodimeren begriindet sein. Fur den AdoraZ2a ist bekannt, dass zirka
90 % des funktionalen Proteins an der Zelloberflache als Homodimere vorliegen38¢. Zusatzlich
erfolgt die Dimerbildung unabhangig von der Anwesenheit des kompletten C-Terminus des
Rezeptors %%. Eine Studie aus dem Jahr 2014, welche sich mit der Vorhersage von méglichen
Strukturen der Dimere des Adora2a beschaftigt, errechnet zusatzlich eine Agonist-gebundene
Struktur, in welcher sich der extrazellulare Bereich von Rezeptormolekiil A in raumlicher Nahe
zum C-Terminus vom Rezeptormolekiil B befindet®”. Ein Indiz, welcher gegen die Theorie der
Dimerbildung spricht, findet sich in der Tatsache, dass die Dimerbildung von der Bindung eines
Agonisten nicht beeinflusst wird, sodass in Gegenwart von Adenosin keine Anderung im
BRET-Signal zu sehen sein sollte®®, Um endgiltig ausschlieBen zu konnen, dass das
erhaltene BRET-Signal aus einer Dimerbildung erfolgt, misste der Adora2a mit jeweils einer
Markierung (Fluoreszenzmarkierung oder C-terminale Nluc) synthetisiert und miteinander
vermischt werden. Ergabe dieses Experiment kein detektierbares BRET-Signal, kann von
einer intramolekularen Interaktion zwischen den Markierungen ausgegangen werden. Das hier
durchgefiihrte BRET-Verfahren ist besonders fur den Adora2a hoch interessant, da dieser
Rezeptor neben Homodimeren ebenfalls Heterodimere ausbildet und aufgrund des langen C-
Terminus mit einer Vielzahl von Proteinen interagiert. Zu diesen Proteinen gehort zum Beispiel
der Dopamin-Rezeptor D2, welcher Uber ein Arginin-reiches Epitop im N-Terminus eine
Bindung zu der Phosphatgruppe des Serins 374 im C-Terminus des Adora2a aufbaut®®,
Dieses Ergebnis wurde ebenfalls mittels eines FRET-Assays erhalten. Die Relevanz der
Interaktion des Dopamin-Rezeptors mit dem Adora2a wird in der Behandlung von Parkinson
deutlich. Durch die Identifikation eines selektiven Adora2a Antagonisten konnte die Wirkung
von Dopamin-Rezeptor Antagonisten verstarkt werden, wodurch eine Reduktion der
Parkinson-Symptome erreicht werden konnte®®. Istradefyllin, ein Analogon des Koffeins,
befindet sich aktuell in Phase-Ill-Studien und ist zum Beispiel in Japan seit 2013 zugelassen.
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Neben der bekannten Interaktion mit dem Dopamin-Rezeptor ist der Effekt der Bindung von a-
Actinin an den C-Terminus des Adora2a nicht ganzlich geklart. Neuere Studien zeigen in
diesem Zusammenhang einen alternativen Mechanismus zur Desensibilisierung und
Internalisierung des Rezeptors®*®. Durch die Bindung des Agonisten wird normalerweise die
aktive Konformation des Rezeptors stabilisiert, welche von GPCR-Kinasen erkannt wird und
in der Phosphorylierung von gruppierten Serin- und Threonin-Resten resultiert. Der N-
Terminus von B-Arrestin 1 und 2 enthalt einen Phosphat-Sensor, wodurch eine Bindung des
Arrestins an den phosphorylierten Bereich erfolgt. Durch die Bindung wird der C-Terminus des
Arrestins exponiert, wodurch Proteine der Clathrin-vermittelten Endozytose rekrutiert
werden**!. Dieser Vorgang scheint beim Adora2a darlber hinaus durch das gebundene a-
Actinin und durch die intrazellulare Kalziumkonzentration beeinflusst zu werden. Bei einer
geringen Kalziumkonzentration kénnte der Adora2a Uber die Bindung des o-Actinins an den
C-Terminus an das Aktin-Cytoskelett gekoppelt sein. Steigt die intrazellulare
Kalziumkonzentration kénnte die Bindung des a-Actinin durch Calmodulin abgelést werden,
wodurch der Rezeptor vom Aktin-Cytoskelett entkoppelt wird. Durch diesen Vorgang kdnnte
die Agonist-induzierte Internalisierung verhindert werden3%®. Die genaue Interaktion ist jedoch
nicht bekannt, da die Internalisierung in vivo meistens nur begrenzt visualisiert werden kann'8é.
Fiar diesen Zweck konnte ebenfalls ein FRET oder BRET-Assay etabliert werden, der die
Interaktion der beteiligten Partner darstellt. So koénnte Uber eine nkAs eine
Fluoreszenzmarkierung in den C-Terminus des Adora2a integriert werden, der bei raumlicher
Nahe einen zweiten Fluorophor, z. B. im o-Actinin, anregt oder durch eine Luziferase, z. B.
fusioniert an das Calmodulin, angeregt wird. Aufgrund der Kalziumkonzentration-abhangigen
Kompetition des o-Actinins und des Calmodulins sollte je nach Bindungspartner ein definiertes
Signal detektiert werden kdnnen.

4.5. Etablierung des PyIRS-AF/tRNAPyICUA-Paares im zellfreien CHO-System

Die groBte Limitierung des EcTyrRS/EctRNA-Paares besteht in den moglichen
Kopplungsreaktionen zu den eingebauten Alkin- bzw. Azid-Phenylalanin-Derivaten. Die
Reaktion des Azides mit einer Phosphingruppe weist langsame Reaktionskinetiken auf und ist
anfallig fur eine Oxidierung®®?. Im Gegensatz dazu zeichnet sich die Reaktion des Alkins mit
einem Azid durch eine 10’-fach hohere Reaktionsgeschwindigkeit aus. Aufgrund des
eingesetzten Kupfers als Katalysator kann diese Reaktion einen negativen Einfluss auf die
Aktivitat des Zielproteins austiben??’. Dies wurde ebenfalls bei der Fluoreszenzmarkierung des
Adora2a-Nluc-Konstruktes beobachtet. Wahrend eine minimale Kupferkonzentration von 50
MM bendtigt wurde, um eine Fluoreszenzbande des Adora2a-Nlucs detektieren zu kénnen,
wurde die Nluc-Aktivitat bei dieser Kupferkonzentration bereits um 50 % reduziert (Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurde ein alternatives Markierungssystem auf Basis der
Pyrrolysin-Synthetase etabliert, da fur diese Synthetase bereits gezeigt werden konnte, dass
mehr als 100 verschiedene nkAs als Substrate genutzt werden koénnen 224, Zu diesen
Substraten gehdren zyklische Alkin-Verbindungen wie Cyclooctin-Lysin (SCO) oder
Transcycloocten-Lysin (TCO), welche in einer kupferfreien Klickreaktion mit Aziden oder
Tetrazine reagieren konnen®%. Diese hohe Substratakzeptanz ist auf die Interaktion der
MmPyIRS mit ihrem endogenen Substrat, dem Pyrrolysin zuriickzufiihren. Die Erkennung des
Pyrrolysins erfolgt tUber eine stark hydrophobe Bindungstasche im Enzym, welche im Vergleich
zu anderen Synthetasen sehr stark ausgedehnt ist, da ebenfalls die lange Seitenkette des
Pyrrolysins in das aktive Zentrum der Synthetase integriert wird?*. Die Seitenkette des
Pyrrolysins bildet weiterhin zwei Wasserstoffbriickenbindungen zum Asparagin 346 und zum
Tyrosin 384 aus. Besonders das Tyrosin an Position 384 ist von Interesse, da diese
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Aminosaure in Abwesenheit von Pyrrolysin in einem unstrukturierten Bereich vorliegt, welcher
sich in Gegenwart des Pyrrolysins zu einer Art Deckel umstrukturiert?®. Da das Tyrosin 384
nicht fur die katalytische Aktivitat der Synthetase essentiell ist, konnte durch den Austausch
dieser Aminosaure zu Phenylalanin eine erhdhte Aminoacylierungseffizienz erreicht
werden®®. Ein ahnlicher Effekt ist fir das Tyrosin an Position 306 beschrieben, welches
ebenfalls in der Erkennung der Seitenkette des Pyrrolysins involviert ist®¢. Durch den
Austausch von Alanin bzw. Phenylalanin an den beiden erwdhnten Aminosauren, konnte eine
Pyrrolysin-Synthetase generiert werden, welche eine hohe katalytische Aktivitat ausweist,
groliere Seitenketten am Lysin akzeptiert und deshalb flr die Etablierung eines orthogonalen
Systems im zellfreien CHO-System ausgewahlt wurde®. Im Allgemeinen lasst sich die
Pyrrolysin-Synthetase in eine N-terminale (NTD) und eine C-terminale Doméane (CTD)
unterteilen, welche Uber einen variablen Linker miteinander verbunden sind. Wahrend die CTD
die Aminoacylierung der tRNAPyICUA katalysiert, wirkt die NTD unterstitzend in der tRNA-
Bindung. In vitro konnte gezeigt werden, dass die CTD unabhangig von der NTD eine
Aminoacylierung ermoglicht. Im lebenden Organismus ist dies jedoch nicht moglich3%.
Zusatzlich ist bekannt, dass die NTD leicht aggregiert, wodurch das gesamte Enzym als
unlésliches Aggregat vorliegen kann3%. Dies spiegelt sich ebenfalls in der zellfreien Synthese
der PyIRS-AF im zellfreien CHO- und E. coli- System wieder (Abb. 27). In diesen Systemen
liegt der I8sliche Anteil unter 30 %. Zusatzlich ist besonders im E. coli-System eine Bande
unterhalb der 49 kDa Markerbande zu erkennen. Bei dieser Bande kdnnte es sich um die CTD
handeln, welche ein geschatztes Molekulargewicht von ca. 40 kDa haben sollte. Fir manche
Bakterien und Archaeen ist zum Beispiel bekannt, dass die Expression der PyIRS-
Untereinheiten durch zwei verschiedene Gene erfolgt, wodurch die Untereinheiten separiert
vorliegen3%3%7  Zusatzlich scheinen im Linker zwischen der NTD und CTD verschiedene
Terminationspunkte vorzuliegen, wodurch ebenfalls eine Spaltung des Enzyms in beide
Untereinheiten erfolgen kann3%. Durch die erwdhnte Aggregation der MmPyIRS wurde die
Kristallstruktur der NTD erst im vergangenen Jahr gelost®®. Die Kristallstruktur zeigt, dass die
NTD in eine kompakte Proteinkugel faltet und durch ein Zink-lon stabilisiert wird, eine Struktur,
die einzigartig unter den Synthetasen ist. Aul’erdem bildet die NTD intensive Kontakte zur
Woélbung des T-Loops und dem variablen Loop der tRNA aus. Da die tRNAPyICUA im
Vergleich zu anderen tRNAs einen minimierten variablen Loop besitzt, ist diese Interaktion
nicht mit anderen endogenen tRNAs mdglich, wodurch die Spezifitait zu tRNAPyICUA
gewahrleistet wird*®®. Aufgrund des offenen Charakters eines zellfreien Systems konnte die
Synthese der PylIRS-AF in Gegenwart der tRNAPyICUA durchgeflihrt werden, um eine
Stabilisierung der NTD zu erreichen, die aufgrund der optimierten Bindung zur tRNAPyICUA
in einem aktivieren und Iéslicheren Enzym resultieren konnte. Eine direkte Zugabe von Zink-
lonen wahrend der zellfreien Herstellung der PylRS-AF kdnnte in einem Einbruch der
Synthese resultieren, da die Zink-lonen von, im Lysat vorhandenen, EGTA komplexiert werden
kénnten. Dies hatte den Effekt, dass ein Teil der urspriinglich komplexierten Kalzium-lonen
frei werden, wodurch eine Aktivierung der S7 Micrococcal Nuklease resultierten konnte und in
einem Verdau der PylIRS-AF mRNA enden wirde. Als Alternative ware eine Inkubation mit
Zink nach der zellfreien Synthese der PylRS-AF denkbar. Dies kdnnte besonders fur eine
Synthese der PylIRS-AF im zellfreien CHO-System interessant sein. Die PyIRScho zeigt die
hochste Aktivitat, aber leider auch den héchsten Anteil an aggregierter Synthetase (Abb. 27
und 28). Durch die Erhéhung der Loslichkeit kdnnte eine hdhere Konzentration als die
eingesetzten 0,23 uM aktiver Synthetase erzielt werden, wodurch die Einbaueffizienz
gesteigert werden kdnnte. Im Zusammenhang mit der Stabilitatserhdhung der NTD kénnten in
diesem Bereich ebenfalls Mutationen eingeflihrt werden. Eine aktuelle Publikation zeigt, dass
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die Einfihrung von drei Mutationen (R19H/H29R/T122S) in die NTD der MmPyIRS eine
erhohte Bindung der tRNAPyYICUA bewirkt*®®. Da die Bindung der tRNA durch die NTD
unabhangig von der Aminoacylierung durch die CTD erfolgt, kbnnten diese Mutationen in
samtliche PylRS-Varianten eingeflihrt werden, so auch in der in dieser Arbeit verwendeten
PyIRS-AF. Alternativ konnte eine kurzlich entdeckte PyIRS aus Methanomethylophilus alvus
verwendet werden. Das Besondere an dieser Synthetase ist die fehlende NTD, wahrend die
katalytische Domane homolog zur MmPYyIRS ist, so dass die bekannten Mutation auf die neu
entdeckte Synthetase Ubertragen werden kénnen“®. Die Ubertragbarkeit des Einbaus von
grofden Aminosauren, wie SCO und TCO muss jedoch fir diese Synthetasevariante gezeigt
werden. Weitere Moglichkeiten zur Erhdéhung der Suppressionseffizienz sind bereits in
Abschnitt 4.3 ausfihrlich beschrieben worden, weshalb in diesem Abschnitt nur auf besondere
Mechanismen des tRNAPyICUA/PyIRS-AF-Paares eingegangen wird. Die Sekundarstruktur
der tRNAPyYICUA unterscheidet sich stark im Vergleich zu kanonischen tRNAs. Eine ahnliche
Struktur ist nur von der mitochondrialen tRNASerUGA bekannt*®'. Da sich die mitochondriale
Translationsmaschinerie von der zytosolischen unterscheidet*®?, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass diese Art von tRNA nicht vollstdndig kompatibel zu der zytosolischen
Translationsmaschinerie ist. Zusatzlich konnte eine erhdhte Instabilitat der tRNA im Zytosol
auftreten*®. Darliber hinaus zeigt ein Vergleich zwischen der bakteriellen aminoacyl-tRNAPhe
und der Aminoacyl-tRNAPyl aus Archaeen, dass der bakterielle Elongationsfaktor Tu eine
25fach hohere Affinitat zur endogenen tRNA besitzt*®. Aus diesem Grund wurde eine
optimierte, an die humane Translationsmaschinerie angepasste, tRNAPYICUA erstellt.
Besonders durch den Austausch von Watson-Crick-Paarungen zwischen Adenin und Uracil
zu konservierten Cytosin-Guanin-Paarungen an den Positionen 11:24 und 19:56, sowie an
Position 15, konnte ein positiver Einfluss auf die Einbaueffizienz der nkAs beobachtet werden.
Durch die Implementation der Guanin-Cytosin-Paarung (19:56) zwischen dem D- und T-Loop
der tRNA wird wahrscheinlich eine erhohte Stabilitat der tRNA hervorgerufen. Zusatzlich
scheint sich eine Veranderung in der Paarung des Akzeptor-Stamms und des T-Arm (C7:G66)
auf die Interaktion mit den humanen Elongationsfaktoren auszuwirken. Da diese Interaktion
daruber hinaus von der aminoacylierten Aminosaure abhangig ist, muss die C7:G66-Paarung
individuell an die nkAs angepasst werden?#034%,

Die in dieser Arbeit erhaltene Suppressionseffizienz von 24 % ist vergleichbar mit den
Suppressionseffizienzen aus einer Studie aus dem vergangenen Jahr®*’. In dieser Studie
wurde die Einbaueffizienz von verschiedenen nkAs durch die MmPyYIRS in vivo analysiert. Je
nach eingesetzter nkAs variierten die Einbaueffizienzen zwischen 4 und 22,5 %. Die maximale
Einbaueffizienz von 22,5 % wurde durch den Einsatz eines Bicyclo[6.1.0]-nonyn-Lysins (BCN)
erreicht. Bei diesem Lysin-Derivat handelt es sich ebenfalls um eine Acht-Ring-Struktur, die
ahnlich zu dem hier verwendeten SCO ist. Der Einsatz der MmPyIRS in zellfreien Systemen
ist bisher nur in E. coli-basierten Reaktionen beschrieben. Cui et al. versuchten ebenfalls
komplexe nkAs wie SCO, BCN und TCO mit Hilfe von verschiedenen PylRS-Varianten in ihr
Zielprotein zu integrieren, konnten eine Suppressionseffizienz von 5 % jedoch nicht
Uberschreiten*®, Um das Problem der Herstellung und besonders der Isolierung der relativ
instabilen und unléslichen PyIRS zu umgehen, integrierten Chemla et al. bereits 2015 die
genetische Information flr die tRNA und die Synthese in verschiedene E. coli-Stamme. Die
hergestellten Lysate enthielten daraufhin die funktionelle Methanocaldococcus jannaschii
PyIRS und die zugehdrige tRNA*". Durch das zusétzliche Entfernen des RF1, sowie durch
den Austausch samtlicher endogen vorkommender Amber-Stopcodons wurde eine beinahe
100%ige Suppressionseffizienz erreicht. Weiterhin kann die problematische Herstellung der
PyIRS durch eine Co-Expression des Zielproteins und der PyIRS umgangen werden. Dies
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wurde erstmalig in diesem Jahr in einem zellfreien E. coli-System im Dialysemodus gezeigt*®.
In dieser Studie konnten zehn verschiedene nkAs, darunter ebenfalls komplexe Acht-Ring-
Lysin-Derivate mit Hilfe der PyIRS-AF in ein Fettsdure-bindendes Protein integriert werden.
Das angesprochene System enthielt ebenfalls ein RF1-abgereichertes Lysat. Die erfolgreiche
Co-Expression von aktiver PyIRS-AF mit dem SCO-modifizierten Adora2a-Nluc in einem
eukaryotischen zellfreien System wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt
(Abb. 30). Im Gegensatz zu Gerrits et al wurde ein zeitversetzter Zusatz der Plasmide fir die
Co-Expression der PyIRS-AF und des Adora2a-Nluc gewahlt. Eine optimale Synthese des
Volllangenproteins wurde durch eine spatere Zugabe des Adora2a-Nluc-Plasmides nach
30 min (Batch-System) bzw. 120 min (Dialyse-System) beobachtet. In Gerrits et al. wurden
beide Plasmide zeitgleich eingesetzt und das PylRS-Plasmid lag in einer geringeren
Konzentration (3 nM) als der jeweilige Reportervektor (5 nM) vor. Dies kénnte auf ein
unterschiedliches Translationsverhalten zwischen prokaryotischen und eukaryotischen
Organismen zurlckzuflihren sein. Wahrend in Eukaryoten die Elongationsgeschwindigkeit
wahrend der Translation bei drei bis acht Aminosauren pro Sekunde liegt, ist diese mit 10 bis
20 Aminosauren pro Sekunde in E. coli wesentlich hoher®. Zusatzlich wird im CHO-
Dialysesystem in der Reaktionskammer eine erhdhte Magnesiumkonzentration
supplementiert, wodurch die Transkriptionsreaktion bevorzugt ablauft'#'63, Die Translation
wird erst nach der Diffusion der Magnesium-lonen in die Versorgungskammer bevorzugt. Das
bedeutet, dass die Syntheserate der PyIRS-AF im E. coli-basierten zellfreien System friiher
einen steigenden Verlauf annimmt, als im eukaryotischen zellfreien System und somitim CHO-
System eine langere Anfangszeit bendtigt wird, um die aktive PyIRS-AF zu synthetisieren.
Nichtsdestotrotz zeigt die PylRScho im zellfreien CHO-System eine hohere Aktivitat als die
isolierte PyIRSE, coi (Abb. 29). Dies wird besonders deutlich in der Fluoreszenzmarkierung mit
Tetrazin-Cy5. Da die Reaktion zwischen dem Tetrazin und dem Cyclooctin zum einen
kupferfrei und zum anderen mit einer hohen Reaktionsgeschwindigkeit ablauft, ist die Strain-
Promoted Alkyne-Azide Cycloaddition (SPAAC) heutzutage ein der bevorzugtesten
Klickreaktion fiir bioorthogonale Markierungen in vivo*®, welche in der vorliegenden Arbeit
durch die Etablierung des tRNAPyICUA/PyIRS-AF-Paares nun auch in einem eukaryotischen
zellfreien System angewandt werden kann. Zusatzlich wird durch die direkte Zugabe des
Uberstandes einer vorgehenden Synthese der PyIRS-AF sowie durch die Co-Expression eine
aufwendige Isolation des Enzyms mit einem maoglichen Aktivitatsverlust umgangen, sodass
das hier vorgestellte System ebenfalls fir ungetibte Anwender geeignet ist. Durch die
Flexibilitat der PyIRS koénnen weiterhin nicht nur Einzel-Markierungen, sondern auch
Mehrfach-Markierungen in das Zielprotein integriert werden. Durch die einzigartige Interaktion
der MmPyIRS mit ihrer kognitiven tRNA, in welcher das tRNA-Anticodon nicht involviert ist*'°,
kann das Anticodon so verandert werden, dass ein zweites Stopcodon adressiert werden kann
(Wan Russell Liu 2010). Durch den parallelen Einsatz der hier dargestellten orthogonalen
EcTyrRS/EctRNA- und tRNAPyICUA/PyIRS-AF-Paare, konnten zwei nkAs mit
unterschiedlichen Reaktivitditen sowohl am Amber-Stopcodon als auch am Ochre- oder Opal-
Stopcodon simultan in einem Protein integriert werden. Durch die positionsspezifische duale
Fluoreszenzmarkierung wird der Grundstein fur die Entwicklung von neuen Systemen fiir die
Durchflihrung von Interaktionsstudien zum Beispiel mit Hilfe des beschrieben BRET-Assays
gelegt. Dies ist besonders Interessant in Bezug auf das anfangs erwahnte
Hochdurchsatzverfahren. Ahnlich zu dem in der Arbeit konstruierten, fluoreszenzmarkierten
Adora2a-Nluc kénnten weitere Biosensoren auf Basis von therapeutisch relevanten Proteinen
erstellt werden, mit denen neue Interaktionspartner und Wirkstoffe hochparallelisiert
identifiziert werden konnten. Wie in der Arbeit aufgezeigt, sind besonders zellfreie
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Proteinsynthesesysteme fiir die Erstellung solcher Biosensoren pradestiniert, da aufgrund des
offenen Charakters eine gezielte Modifikation des zu untersuchenden Proteins in wenigen
Stunden erreicht werden kann.
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5. Fazit

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Etablierung von Fluoreszenzmarkierungen und
Modifizierungen von komplexen Proteinen in zellfreien Sf21- und CHO-Systemen. Als offenes
System kénnen wahrend der Translation exogene Komponenten integriert, sowie
Syntheseparameter individuell auf jedes Protein angepasst werden. Durch die Implementation
von fluoreszenzmarkierten Aptamern in zellfreien Systemen koénnen die grundlegenden
Prozesse der Transkription und Translation visualisiert werden, wodurch an das Protein
optimal adaptierte Reaktionsbedingungen geschaffen werden kénnten. Zusatzlich kann dieses
Prinzip genutzt werden, um kontrollierbare Parameter wahrend der zellfreien Proteinsynthese
zu generieren, wodurch eine standardisierbare Proteinproduktion im Hochdurchsatzverfahren
etabliert werden koénnte. Die prinzipielle Funktionalitdt eines ATP-bindenden Aptamers im
zellfreien Sf21-System wurde in dieser Arbeit gezeigt. Die spezifische Bindung des Aptamers
an ATP konnte trotz der Anwesenheit von verschiedensten Komponenten im zellfreien System
wie Translationsfaktoren, tRNAs, Synthetasen, Ribosomen oder lipidische Bestandteile
detektiert werden.

Neben der Visualisierung von spezifischen Parametern konnen Fluoreszenz-basierte
Analysen alternativ zum Einsatz von radioaktivmarkierten Aminosauren, Liganden oder
allgemein Interaktionspartnern genutzt werden. In diesem Zusammenhang konnte der
Endothelin-B-Rezeptor mit Hilfe einer vorgeladenen tRNA, welche chemisch an eine
fluoreszenzmarkierte Aminosaure gekoppelt ist, statistisch modifiziert werden. Der Vergleich
aus Autoradiographie und In-Gel-Fluoreszenz zeigt deutlich eine héhere Sensitivitat bei der
fluoreszenzmarkierten Probe.

Aufgrund der héheren Sensitivitat eignen sich fluoreszenzmarkierte Proben besonders fur die
Durchfuhrung von Interaktionsstudien. Fir diesen Zweck wird im Gegensatz zu der bisher
statistisch eingefiihrten Markierung eine positionsspezifische benétigt. Durch die Nutzung der
Amber-Stopcodon-Suppressions-Technologie konnte dieses Vorhaben realisiert werden. In
die Gensequenz des Adenosin-Rezeptors A2a wurde an der codierenden Position flr Prolin
215 ein Amber-Stopcodon eingefuhrt, welches in Gegenwart eines orthogonalen
tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paares zur WeiterfiUhrung der Polypeptidkette mit einer
nicht-kanonischen Aminosaure fuhrt. Durch den Einbau von reaktiven Phenylalanin-Derivaten
konnte der Adenosin-Rezeptor A2a spezifisch an einer ausgewahlten Position
fluoreszenzmarkiert werden. Dieser Erfolg kann zuklnftig die Grundlage fur den Ausbau von
Fluoreszenz-basierten Assays genutzt werden, wie es bereits exemplarisch in der
vorliegenden Arbeit durch den ligandabhangigen Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer
der C-terminalen Nluc zur positionsspezifischen Markierung im Adenosin-Rezeptor A2a
dargestellt wurde. Die Kombination eines kleinen Probenvolumens mit einer sensitiven
Detektion eignet sich fiir ein Screening von potenziellen pharmazeutisch relevanten Liganden
im Hochdurchsatzverfahren. Hinzu kommt in zellfreien System die Entkopplung von
intrazelluldren  Signaltransduktionswegen, wodurch eine spezifische Analyse von
Interaktionen, wie zum Beispiel einer Ligandbindung ohne &uRere Einflisse wie
Internalisierung oder feedback-Regulation ermdglicht wird.

Eine weitere Anwendung, fur die positionsspezifische Modifizierung von Proteinen mittels
Amber-Suppression besteht in der Generation von erwiinschten Charakteristika. So kénnen
neben der Kopplung eines Fluoreszenzfarbstoffes, posttranslationale Modifikationen,
hydrophobe, polare oder sogar Spin-markierte Komponenten fir eine Strukturaufklarung an
das Zielprotein fusioniert werden. Die erfolgreiche Kopplung eines vergleichsweise grof3en
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Polymers wie das Polyethylenglykol zur Erhéhung der Stabilitdt des Hormons Erythropoetin
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden.

Zu guter Letzt konnte erstmalig gezeigt werden, dass das die modifizierte Pyrrolysin-
Synthetase aus Methanosarcina mazei fur die Etablierung eines orthogonalen Systems in
zellfreien Sf21- und CHO-Systemen geeignet ist. Mit Hilfe des orthogonalen Systems konnten
komplexe Lysin-Cyclooctin-Derivate in den Adenosin-Rezeptor A2a an einer ausgewahlten
Position integriert werden. Durch die eingebauten Cyclooctine werden Reaktionen mit hohen
Umsetzungskinetiken und einer hohen Biokompatibilitat erschlossen. Zusatzlich ist flir dieses
orthogonale System bekannt, dass mehr als 100 verschiedene nicht-kanonische Aminosauren
in ein Zielprotein eingebaut werden kdénnen, wodurch sich das Pyrrolysin-basierte System
durch eine sehr hohe Flexibilitat auszeichnet und die nicht-kanonische Aminosaure abhangig
von der nachgeschalteten Anwendung ausgewahlt werden kann.

Zusammenfassend werden durch die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur
Regulation des Translationsprozesses, sowie der Fluoreszenzmarkierung und Modifizierung
von schwer-herstellbaren Proteinen mit verschiedenen orthogonalen Systemen die Potenziale
von eukaryotischen zellfreien Systemen erweitert. Die erzielten Ergebnisse kdnnen besonders
fur kontrollierte, reproduzierbare Synthesen von komplexen Proteinen im kleinen und grof3en
Malstab sowie fir Fluoreszenz-basierte Hochdurchsatz-Screenings von therapeutischen
Liganden angewandt werden.
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7. Anhang
N=N=N.
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6-Methyl-Tetrazin-Cy5
Strain-promoted inverse electron-demand
Diels-Alder Cycloaddition (SPIEDAC)

Abbildung S1. Schematische Darstellung der eingesetzten nkAs mit den jeweiligen Reaktionspartnern und Reaktionen. Es
wurden fiinf verschiedene nkAs (AzF, AzL, pPa, SCO und TCO) auf Basis von Phenylalanin (Phe) und Lysin (Lys) in die jeweiligen
Zielproteine eingebaut und durch vier verschiedene Reaktionen modifiziert. Die Farbe der Pfeile indiziert die Reaktionskinetik
der Click-Reaktion (orange: langsame Umsetzungsgeschwindigkeit, gelb: schnelle Umsetzungsgeschwindigkeit, griin: sehr
schnelle Umsetzungsgeschwindigkeit, gestrichelte rote Linie: Edukte reagieren nicht mit einander).
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Reaktive
Mikroskopie In-Gel Fluoreszenz Farbstoff Gruppe Klickreaktion

Eigenfluoreszenz Sulfo-Cy3-Azid
Sulfo-Cy5-Azid
etramethylrhodamine (TAMRA) Azid, 5-isomer Azid CuAAC
Eigenfluoreszenz TTO 532-Azid
6-FAM-Azid
520-Bodipy Alkin
651-Blue Oxazin Alkin
lexa Fluor 555 Alkin
lexa Fluor 647 Alkin Alkin CuAAC
DY-490-Alkin
DY-530-Alkin
DY-649-Alkin
Click-IT Alexa Fluor 488 DIBO Alkin
Click-IT Alexa Fluor 594 DIBO Alkin
DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamine 110
DBCO-Sulfo-Cy3 DBCO SPAAC

DBCO-Sulfo-Cy5

DY-632-phosphin
DyLight 650-phosphin Phosphin
DyLight 488-phosphin

DIBO SPAAC

Staudinger-
Ligation

Abbildung S2. Analyse von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen auf ihre Eignung fiir mikroskopische Untersuchungen
und In-Gel Fluoreszenz. Die integrierten nkAs pPa oder AzF in den Adora2a wurden im Anschluss an die Synthese mit
verschiedenen reaktiven Fluoreszenzfarbstoffen mit variierenden Reaktivitdten gekoppelt. griin = Bande des markierten
Adora2a in der In-Gel Fluoreszenz sichtbar bzw. Mikroskopie zeigte einen Unterschied zu den unspezifisch markierten
Mikrosomen, rot = keine Bande des des markierten Adora2a in der In-Gel Fluoreszenz sichtbar bzw. Mikroskopie zeigte
keinen Unterschied zu den unspezifisch markierten Mikrosomen.
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Abbildung S3. Einfluss des Uberstanden der Synthese der PyIRS aus verschiedenen zellfreien Systemen auf den Adora2a-
Nluc.Es wurde das maximal mégliche Volumen des Uberstandes der synthetisierten PylRS aus den verschiedenen Systemen E.
coli, Weizenkeim, CHO und Insekt zu einer Synthese des Adora2a-Nluc gegeben und der Einfluss mittels Lumineszenzmessung
(A) und Autoradiographie (B) detektiert.
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