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Zusammenfassung

Bei der Aktivierung des Komplementsystems werden potente Mediatoren, die Anaphylatoxine C3a und
C5a, durch limitierte Proteolyse aus grofleren Vorldufern freigesetzt. Diese kleinen (77 bzw. 74
Aminosduren) Proteine sind potente Entziindungsmediatoren und 16sen auf verschiedenen Zielzellen und
Geweben eine Vielzahl proinflammatorischer Reaktionen aus (z. B. Kontraktion glatter Muskulatur sowie
Chemotaxis und Degranulation bei verschiedenen Granulozytentypen). Diese Effekte werden iiber
spezifische Zelloberflichenrezeptoren vermittelt, den C3a-Rezeptor (C3aR) bzw. C5a-Rezeptor (C5aR).
Der C5aR wurde bereits 1991 kloniert und gehort zur Rhodopsin-Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Ziel dieser Arbeit war zunichst die Klonierung des humanen C3aRs; dann sollten molekulare
Untersuchungen zur Ligand/Rezeptor-Wechselwirkung von C3a und C5a mit ihren jeweiligen Rezeptoren
anhand von C3aR/C5aR-Chimiren einerseits und C-terminalen C5a-Mutanten andererseits durchgefiihrt
werden.

1) Mittels eines Expressionsklonierungsverfahrens konnte aus einer cDNA-Bibliothek aus Bt,c AMP-
differenzierten U937-Zellen ein Klon (pTC10) isoliert werden, der in HEK293-Zellen eine erhohte
'»I.C3a-Bindung vermitteln konnte. Sequenzierung des 4,3 kBp-Inserts von pTC10 ergab ein offenes
Leseraster von 1446 Bp, das fiir ein Protein aus 482 Aminoséduren kodierte. Die Aminosduresequenz wies
eine 36%ige Homologie zum C5aR auf und zeigte 7 hydrophobe, wahrscheinlich transmembranose
Bereiche, so daBl dieser mutmafliche C3aR — wie auch der C5aR - in die Rhodopsin-Superfamilie
eingeordnet werden konnte. Als einzigartige strukturelle Besonderheit weist die C3aR-Sequenz eine 2.
extrazelluldre Schlaufe (EL) auf, die mit ca. 175 Aminosduren weit linger ist als die 2. ELs aller bisher
bekannten G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Kompetitive Bindungsstudien mit C3a und synthetischen
Peptiden nach transienter Transfektion in HEK293-Zellen bestitigten die Spezifitit der C3a-Bindung;
zudem konnte in Signaltransduktionsstudien mit pTC10/Ga-16-kotransfizierten CHO-Zellen bestétigt
werden, daf es sich beim C3aR um einen funktionell aktiven G-Protein-gekoppelten Rezeptor handelt.

2) Fiir den C5aR ist bekannt, daf sein N-Terminus sowie seine 2. EL an der Ligandenbindung beteiligt
sind. Im Falle des C3aRs erschien dessen ungewdhnlich grole 2. EL als ein plausibler Kandidat fiir eine
Ligandenbindungsstelle. Daher wurden unter Austausch der N-Termini sowie der 2. ELs von C3aR und
C5aR Chimédren generiert, um Rezeptormodule zu identifizieren, die an Ligandenbindung,
Signaltransduktion und Diskriminierung der Liganden beteiligt sind. Alle 16 moglichen Chiméren
wurden transient in HEK293-Zellen transfiziert und a) immunologisch auf Oberfldchenexpression, b) auf
Bindung von 'I-C3a und '*’I-C5a sowie c) auf Signaltransduktion nach Stimulation mit C3a, C5a sowie
synthetischen Peptidanaloga der Anaphylatoxine untersucht. Dabei zeigte sich, dal nur etwa die Hilfte
der Konstrukte auch tatsidchlich auf der Zelloberfliche exprimiert wurde; die damit gewonnenen Daten
lassen folgende SchluBfolgerungen zu: 1) Ein C5a-analoges Peptid vermochte den C3aR wie den C5aR
zu aktivieren; C5a ist also ein potentieller Ligand fiir den C3aR. Einzig die Abwesenheit von hochaffinen
C5a-Bindungsstellen im C3aR-N-Terminus bestimmt die Rezeptorspezifitit, indem die Bindung von C5a
verhindert wird, und diskriminiert somit gegen den "falschen" Liganden. 2) Austausch der 2. ELs fiihrte
bei beiden Rezeptoren zu einem Verlust an Signaltransduktionsfihigkeit, sogar bei erhaltener
Ligandenbindung. Transmembrandses Helixbiindel und 2. EL miissen daher als funktionelle Einheit
betrachtet werden, die empfindlich auf Insertionen / Deletionen reagiert. 3) Austausch oder Deletion des
C3aR-N-Terminus hatte keinen Einflul auf die Bindung von C3a oder Rezeptoraktivierung. Der N-
Terminus des C3aRs ist somit nicht essenziell fiir Ligandenbindung und Signaltransduktion: Das fiir den
C5aR etablierte 2-Punkt-Bindungsmodell trifft in dieser Form demnach nicht fiir den C3aR zu.

3) Fiir Lys68 im C5a wird Glu199 im C5aR als Wechselwirkungspartner postuliert. Mit verschiedenen
an Pos. 68 und 74 modifizierten C5a- und CS5a-desArg74-Mutanten sowie einem Glul99Lys-C5aR
konnte gezeigt werden, dal diese Wechselwirkung zwar fiir die Rezeptoraktivierung durch C5a-
desArg74, nicht aber durch Wildtyp-C5a essentiell ist. Dabei scheint die An- oder Abwesenheit einer
C-terminalen Carboxylat-Funktion in Pos. 74 iiber die Notwendigkeit der Lys68/Glu199-Wechselwirkung
fir die Rezeptoraktivierung zu bestimmen. Die Beobachtung, dal diese Wechselwirkung auch beim
Wildtyp-C5a einen Einfluf} auf die Bindungskonstante, jedoch nicht auf die EDs, hat, ldf3t vermuten, daf3
Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung zwei getrennte, konsekutive Schritte darstellen.
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Abstract

Upon activation of the complement system, potent mediators, the anaphylatoxins C3a and C5a, are
released by limited proteolysis of larger precursors. These small (74 — 77 amino acids) proteins are potent
proinflammatory mediators and elicit a broad spectrum of reactions on many target cells and tissues,
including smooth muscle contraction and degranulation of granulocytes. These effects are mediated by
specific cell surface receptors, the C3a receptor (C3aR) and the C5a receptor (C5aR), respectively. The
C5a receptor was cloned in 1991 and turned out to belong to the large rhodopsin superfamily of G
protein-coupled receptors. The first aim of this work was to clone the human C3aR. Subsequently,
C3aR/C5aR chimeras as well as C-terminal C5a mutants were generated in order to examine the
molecular basis of the interaction of C3a and C5a with their respective receptors.

Using an expression cloning approach, a clone (pTC10) which was able to induce increased binding of
'I.C3a to HEK293 cells could be isolated from a cDNA library derived from Bt,c AMP-differentiated
U937 cells. Sequence analysis of the 4.3 kbp insert of pTC10 revealed an open reading frame of 1446 bp
encoding a protein of 482 amino acids. The deduced amino acid sequence shows a homology of 36% to
the C5aR and 7 hydrophobic putative transmembrane regions, allowing for the classification of the C3aR
as a member of the rhodopsin superfamily. As a unique structural feature, the C3aR sequence possesses a
2nd extracellular loop (EL) of 175 amino acids, which is by far the largest 2. EL reported up to now for G
protein coupled receptors. Competitive binding assays with C3a and synthetic peptides on transiently
transfected HEK293 cells confirmed the specificity of C3a binding. Additionally, it could be confirmed in
signal transduction studies with pTC10/Go-16 cotransfected CHO cells that the C3aR is a functionally
active G protein-coupled receptor.

It is known for the C5aR that both its N-terminus and its 2. EL are involved in ligand binding. On the
other hand, the C3aR's extraordinarily large 2. EL recommended itself as a putative ligand binding site.
For these reasons, chimeras of the C3aR and the C5aR were generated by exchanging their 2. ELs and N-
termini in order to identify receptor modules involved in ligand binding, signal transduction and
discrimination from the non-cognate ligand. All 16 possible chimeras were transiently transfected into
HEK293 cells and examined a) immunologically for cell surface expression, b) for binding of '*I-C3a
and '"I-C5a and c) for signal transduction upon stimulation with C3a, CS5a and synthetic peptide
analogues of the anaphylatoxins. Only about half of the constructs appeared to be expressed on the cell
surface; the data obtained with them allow for the following conclusions: 1) A C5a peptide analogue is
able to activate the C3aR as well as the C5aR; hence C5a is a potential ligand of the C3aR. The absence
of high-affinity C5a binding sites in the C3aR N-terminus determines receptor specificity by preventing
C5a from binding and thus discriminates from the "wrong" ligand. 2) Exchanging the 2. ELs completely
abrogates signal transduction ability for both receptors, even if ligand binding is retained. So
transmembrane helix bundle and 2. EL must be considered a functional unit in which neither insertions
nor deletions are well tolerated. 3) Exchanging or deletion of the C3aR N-terminus has no influence on
C3a binding or receptor activation. Obviously the C3aR N-terminus is not essential for either ligand
binding or signal transduction; the 2-point binding model well established for the C5a receptor does not
apply for the C3aR.

Glu199 of the C5aR is considered a putative interaction partner for Lys68 of C5a. Using a set of various
C5a- and C5a-desArg74 mutants modified at pos. 68 and 74 as well as a Glu199Lys-C5aR it could be
demonstrated that this interaction is essential for receptor activation by CS5a-desArg74 but not by wild
type C5a. The dependence of receptor activation from this interaction appears to be correlated with the
absence or presence of the C-terminal carboxylate function in pos. 74, respectively. The observation,
however, that also in case of wild type C5a this interaction has an influence on the binding constant but
not the ED50 suggests that ligand binding and receptor activation represent two different, consecutive
reaction steps.
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1. Einleitung

1.1 Das Komplementsystem

Durch das Komplementsystem vermittelte Effekte wurden erstmals vor iiber hundert Jahren
beschrieben als "bakterientdtende Wirkung zellfreien Blutserums" [1]. Heute versteht man unter
dem Komplementsystem eine Reihe von mehr als 20 Serumproteinen, die zum humoralen Arm
der Immunabwehr gehdren und als phylogenetisch sehr alter Teil des Immunsystems funktionell
fest in das Abwehrnetz eingebunden sind (Ubersicht: [2]).

Schematisch kann das Komplementsystem als Y-formige Aktivierungskaskade der einzelnen
Faktoren dargestellt werden. Ahnlich wie bei der Gerinnungs- und der Fibrinolyse-Kaskade
erfolgt auch hier die Aktivierung der jeweils ndchsten Komponente durch limitierte Proteolyse
oder katalysierte Konformationsumwandlung, wodurch diese dann ihrerseits ebenfalls eine
enzymatische Aktivitdt erwirbt. Durch den katalytischen Charakter der Aktivierung der
jeweiligen Folgekomponente wird so eine enorme Signalverstarkung erreicht.

Die Auslosung der Kaskade kann einerseits auf dem sog. "klassischen" Weg erfolgen, d. h.
durch Bindung des heterooligomeren Serumfaktors C1 an die Fc-Teile von Antigen-gebundenen
AntikOrpern der IgM- oder IgG-Klasse, wodurch es iiber C4 und C2 schlielich zur Aktivierung
von C3 kommt. In diesem Fall fungiert das Komplementsystem als humorales Effektorsystem
der erworbenen, spezifischen Immunitdt. Andererseits konnen auch Oberfldchenstrukturen —
etwa Polysaccharide - von Mikroorganismen zu einer direkten Aktivierung des
Komplementfaktors C3 fithren; man spricht dann vom '"alternativen" Weg, und das
Komplementsystem ist hier als Bestandteil der natiirlichen, unspezifischen Immunitit anzusehen.
Als weiterer Aktivierungsweg ist seit kurzem der Lektin-Weg anerkannt, bei dem tiber Mannose-
bindendes Lektin eine C1-unabhingige C4-Aktivierung stattfindet.

Bei der aktivierten Komponente C3b miinden alle Aktivierungswege des Komplementsystems
in eine gemeinsame Endstrecke, in der letztendlich die Effektorfunktionen des Systems
angesiedelt sind. Im einzelnen erfiillt das Komplementsystem bei seiner Aktivierung drei
Aufgaben: 1) Opsonierung von Oberflichen und Solubilisierung von Immunkomplexen vor
allem durch gebundenes C3b bzw. sein Abbauprodukt iC3b, aber auch C4b. Zellen mit
Oberflidchenrezeptoren fiir diese Molekiile — etwa Granulozyten und Makrophagen — werten
solche Komplexe als Aktivierungssignal und werden verstirkt zur Phagozytose angeregt. 2)
Zytolyse  durch  Bildung des  Membranangriffskomplexes (MAC) durch die
Komplementkomponenten C5b, C6, C7, C8 und C9. 3) Freisetzung proinflammatorischer
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Peptidmediatoren, der Anaphylatoxine. Dabei handelt es sich um Spaltprodukte, die bei der

Aktivierung von C3 und CS durch limitierte Proteolyse ihrer a-Kette freiwerden.

1.2 Anaphylatoxine

Obschon die intravendse Injektion von Anaphylatoxinen in hohen Dosen im Tiermodell
Symptome &hnlich denen eines anaphylaktischen Schocks auslosen kann [3], tragen diese
Entziindungsmediatoren ihren Namen eigentlich zu unrecht — stellt doch der klassische
anaphylaktische Schock eine IgE-vermittelte Hypersensitivitidt dar, wiahrend Anaphylatoxine ihre
Wirkung direkt durch rezeptorvermittelte Degranulation bestimmter Zelltypen entfalten.

Strukturell handelt es sich bei den Anaphylatoxinen C3a und C5a um kurze, basische (pI > 8)
Polypeptide von 77 bzw. 74 Aminosduren Lange und hoher Sequenzhomologie (ca. 24 — 31%
[4-7]), wobel natiirliches C5a an Pos. 64 N-glykosyliert vorliegt. NMR- und
Rontgenbeugungsstudien [8-10] ergaben fiir beide Molekiile auch eine homologe Raumstruktur:
Demnach erstrecken sich von einem N-terminalen, globulidren, durch 3 Disulfidbriicken
stabilisierten Kernbereich, der aus 3 bzw. 4 a-Helices gebildet wird, die C-terminalen ca. 11
Aminoséaurereste als flexibler "Finger" mit wenig geordneter Struktur. Die Vorstellung eines
flexiblen C-Terminus wird durch Fluoreszenz-Anisotropie-Zerfalls- und Forster-Transfer-
Studien an Tryptophan-Mutanten des C5a unterstiitzt [11]. Neuere NMR-Studien fiir C5a zeigen
allerdings, daB3 der C-Terminus aufgrund einer Wechselwirkung zwischen dem terminalen Arg74
und Arg62 dazu tendiert, sich in Richtung auf den Kernbereich zuriickzufalten [12].

Als proinflammatorische Peptide entfalten Anaphylatoxine eine breite Palette biologischer
Wirkungen, wobei C3a und CS5a ein prinzipiell &dhnliches, im Detail jedoch durchaus
verschiedenes Wirkungsspektrum aufweisen. Die Wirkung des C3a ist im allgemeinen weniger
breit gefichert und schwiécher ausgeprigt als die des C5a; allerdings konnte dies durch die weit
hohere maximal mogliche Serumkonzentration des C3-Spaltproduktes ausgeglichen werden.
Generell gilt, dal Anaphylatoxine aufgrund ihrer Freisetzung durch das aktivierte
Komplementsystem wohl die frithesten Entziindungsmediatoren darstellen, die im Rahmen einer
Immunantwort gebildet werden.

Als direkte proinflammatorische Wirkungen der Anaphylatoxine wurden eine Erhohung der
vaskuldren Permeabilitit [13,14] und eine Histamin- [15] oder Prostaglandin- [16] abhingige
Kontraktion glatter Muskulatur beschrieben — Effekte, die zu einer Verlangsamung der
Zirkulation im betroffenen Gebiet fiilhren und eine Voraussetzung fiir die Rekrutierung von
Leukozyten darstellen. Tatsdchlich wirken Anaphylatoxine chemotaktisch auf verschiedene

Zelltypen und spielen so eine wichtige Rolle bei der Initiierung einer Entziindung: Fir CSa
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wurde Chemotaxis auf Granulozyten [17,18], Monozyten [19,20] und Mastzellen [21]
beschrieben; C3a wirkt chemotaktisch auf Eosinophile [22], und es stellt das potenteste derzeit
bekannte Chemotaxin fiir Mastzellen dar [21]. Als weitere Anaphylatoxin-vermittelte Effekte,
die die Rekrutierung von Leukozyten fordern, wurden die Induktion von
Zelladhdsionsmolekiilen wie B-Integrin auf Granulozyten [23,24] beschrieben.

Weiterhin wirken Anaphylatoxine auf myeloide Zellen vielféltig aktivierend. CSa fiithrt zur
Degranulation von Granulozyten, wodurch es zur Freisetzung von z. B. hydrolytischen Enzymen
[25] und Histamin [26] kommt. Auch wird die Produktion hochreaktiver Sauerstoff-Species —
der sog. oxidative burst — angeregt [27], ebenso der Arachidonsdure-Stoffwechsel und damit die
Produktion von Eicosanoiden [28]. Bei Ratten-Mastzellen vermag C5a die Freisetzung von
Histamin [29], bei Meerschweinchen-Thrombozyten die Ausschiittung von Serotonin [30] und
ATP [31] auszulosen. Das Wirkungsspektrum von C3a erscheint nach bisherigem Wissensstand
noch deutlich schmaler; so stellte der Meerschweinchen-Thrombozyt lange Zeit den einzigen
Zelltyp dar, von dem eine Antwort auf C3a-Stimulation beschrieben wurde (Aggregation [32]
und Serotonin- [30] sowie ATP- [31] Freisetzung). Spiter gelang der Nachweis einer
spezifischen, C3a-vermittelten [B-Glucosaminidase-Freisetzung aus der myelomonozytiren
Zellinie U937 [33]. Inzwischen konnte gezeigt werden, dal C3a Eosinophile zur Degranulation
[34] und zum oxidative burst [35] anzuregen vermag; Basophile antworten nach Vorstimulation
mit IL-3 oder GM-CSF mit Histamin-Freisetzung [36].

Durch die Anregung der Produktion von Zytokinen (IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o) greifen
Anaphylatoxine tief in die Regulation des Immunsystems ein [37-40], wobei C3a durch
Hemmung der T-Zell-Proliferation eher ddmpfende [41], CS5a durch Anregung der
Antikorperproduktion und der zelluldaren Abwehr vorwiegend aktivierende Wirkung ausiibt [42].

Anaphylatoxine werden im Blutstrom rasch inaktiviert: Die im Serum vorhandene
Carboxypeptidase N entfernt den C-terminalen Argininrest, wobei C3a seine Aktivitit
vollstidndig, C5a zu iber 90% verliert. Aufgrund der verbleibenden Restaktivitit des CSa-
desArg74 wird dieses jedoch noch zu den Anaphylatoxinen gezihlt; seine Effekte vermittelt es
wie C5a iiber den C5a-Rezeptor. Fiir C3a-desArg74 wurden vor kurzem einige Wirkungen
beschrieben, die aber wohl nicht C3a-Rezeptor-vermittelt sind: 1) Freisetzung von Histamin aus
Ratten-Mastzellen im mikromolaren Bereich [43]; 2) Inhibierung Fce-Rezeptor Typ I-
vermittelter Aktivierung von Ratten-Mastzellen [44]; 3) Steigerung Endotoxin-induzierter
Interleukin-6-Produktion von Monozyten [45]; 4) EmnfluB auf den Triglycerid-Stoffwechsel von

Adipozyten [46]. Zur Zeit kann allerdings noch nicht ausgeschlossen werden, dal zumindest ein
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Teil dieser Effekte auf Kontamination des verwendeten C3a-desArg74 mit C3a/CSa
zuriickzuflihren ist.

Die effektive Inaktivierung der Anaphylatoxine bewirkt, dafl ihre proinflammatorische
Wirkung 1. d. R. lokal begrenzt bleibt. Eine iiberschieBende Anaphylatoxinproduktion wird
entsprechend mit zahlreichen entziindlichen Krankheitsbildern in Verbindung gebracht. Erhohte
Anaphylatoxinspiegel wurden z. B. beobachtet bei lokalen, chronischen Entziindungen wie
Rheumatoider Arthritis und Psoriasis. Aber auch systemische Krankheitszustinde wie Lupus
erythematodes oder das akute respiratorische Atemnotsyndrom des Erwachsenen nach
septischem  Schock, Verbrennung oder Inhalationstrauma gehen mit erhohten
Anaphylatoxinkonzentrationen einher (Ubersicht: [47]). Weiterhin gibt es Hinweise, daB
Anaphylatoxine zur Entstehung von Reperfusionsschidden bei Organ-Ischimie beitragen [48,49].

Die Bedeutung der Anaphylatoxine fiir immunologische und immunpathologische Prozesse
wird durch die Beobachtung unterstrichen, dal Anaphylatoxine das Ziel von
Pathogenititsfaktoren sein konnen: Verschiedene parasitire Bakterienarten (Streptokokken
Gruppe A und B) produzieren CS5a-abbauende Enzyme [50,51], die Amoebe Entamoeba
histolytica verfiigt iiber Anaphylatoxin-spezifische Proteasen [52], und im Gift der Spinne
Plectruerys tristes findet sich eine C5a-Rezeptor-spezifische Protease [53]. Wie wichtig die
durch Anaphylatoxine angeworfenen Mechanismen der Pathogenabwehr sind, konnte jiingst
anhand einer C5aR-K.O.-Maus gezeigt werden: Diese wies schwere Defekte bei der Abwehr von
Pseudomonas aeruginosa-Infektionen in der Lunge auf [54].

Der Nachweis von Anaphylatoxinrezeptoren auf den verschiedensten — auch nicht-
myeloischen — Zellinien 148t die Aufdeckung von Beitrigen der Anaphylatoxine zu weiteren
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen erwarten. So konnte der C5aR
immunhistochemisch auf Epithel-, Endothel- und glatten vaskuldren Muskelzellen der Lunge
nachgewiesen werden [55]; fiir umbilikale Venen-Endothelzellen wurde eine Induktion von
P-Selektin — einem Zelladhdsionsmolekiil, das beim homing von Leukozyten in entziindetes
Gewebe beteiligt ist — nach C5a-Stimulation beschrieben [56]. Weiterhin wurde C5aR-
Expression bei Hepatozyten und davon abgeleiteten Zellinien beobachtet [55,57]; zudem konnte
fiir die Hepatom-Zellinie HepG2 nach C5a-Stimulation die Expression von Akute-Phase-
Proteinen beobachtet werden [57]. Das Auftreten der Anaphylatoxinrezeptoren auf myeloischen
Zellen und Zellinien des Gehirns (Astrozyten, Mikroglia) deutet auf eine mogliche Beteiligung
der Anaphylatoxine an degenerativen Erkrankungen des Zentralnervensystems hin [58-60].

Ein weiteres Komplement-Spaltprodukt, das hohe Sequenz- und Strukturhomologie zu den

Anaphylatoxinen C3a und C5a aufweist, ist das bei der Aktivierung tiber den klassischen Weg
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aus dem Vorldufer C4 freiwerdende 77er-Peptid C4a [61-63]. Im Meerschweinchensystem
wurden fiir humanes C4a dhnliche Effekte wie fiir C3a und C5a (Kontraktion glatter Muskulatur,
Erhohung der vaskularen Permeabilitdt, Degranulation von Thrombozyten und Makrophagen)
beschrieben, wenn auch mit um 2 — 3 Grofenordnungen geringerer Aktivitit [61,64,65]. Am
Menschen hingegen konnten bisher keine iliberzeugenden C4a-abhidngigen Effekte gezeigt
werden.

Kreuzdesensitisierungsexperimente im  ATP-Freisetzungstest am  Meerschweinchen-
Thrombozyten lieferten Hinweise, dal C4a seine Effekte evtl. iiber den Meerschweinchen-C3a-
Rezeptor entfaltet: Stimulation der Thrombozyten mit substimulatorischen Mengen an C3a
tiberfiihrte die Blutplittchen in einen refraktdren Zustand (Tachyphylaxie), in dem die
Nachstimulation auch mit groBeren C3a-Mengen zu keiner mefbaren ATP-Freisetzung fiihrte;
die CS5a-abhédngige ATP-Freisetzung hingegen war davon nicht betroffen. Das gleiche gilt
sinngemal flir die substimulatorische Gabe von C5a: Auch hohere C5a-Gaben fiihrten dann zu
keiner Thrombozyten-Antwort mehr, wohl aber Stimulation mit C3a. C4a-abhiingige Effekte
hingegen zeigten sich sehr wohl als inhibierbar durch C3a-Vorstimulation und vice versa. Zudem
reagieren Thrombozyten des vom Phédnotyp her C3aR-negativen Meerschweinchenstammes
C2BB/R™ auch nicht auf C4a [66]. Somit kann die Moglichkeit eines gemeinsamen C3a/C4a-
Rezeptors im Meerschweinchen durchaus in Betracht gezogen werden. (Eine gegenseitige
Desensitisierung wird allerdings auch fiir das C5aR/fMLPR-System beschrieben [67]. Da es sich
bei der Tachyphylaxie um einen der Rezeptoraktivierung nachgeschalteten Prozess handelt, ist

hier eine Kreuzdeaktivierung durch verschiedene Rezeptoren durchaus denkbar.)

1.3 Anaphylatoxin-Rezeptoren

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen, durch Anaphylatoxine auf einer ganzen Palette von
Zelltypen hervorgerufenen Reaktionen lieBen schon lange die Existenz spezifischer
Anaphylatoxin-Rezeptoren vermuten. Tatsichlich konnten durch Bindungsstudien, die mit aus
aktiviertem Serum aufgereinigten und mit '*I markierten Anaphylatoxinen durchgefiihrt
wurden, spezifische, hochaffine Bindungsstellen (Kp im niedrig-nanomolaren Bereich) auf
Meerschweinchen-Thrombozyten [68,69], Granulozyten [33,70-72] und Makrophagen [73]
nachgewiesen werden. Kreuzvernetzungsexperimente ergaben fir den C3aR auf
Meerschweinchen-Thrombozyten und humanen polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
ein apparentes Molekulargewicht von Mw = 100 kDa [68,69]; fir den C5aR zeigten

Kreuzvernetzungs- und Gelfiltrationsexperimente die Existenz eines knapp 50 kDa schweren
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Rezeptors, der jedoch zu betrichtlichen Anteilen in Form eines rund 100 kDa schweren,
heteromeren Komplexes vorzuliegen schien [74].

Die mit dem C5aR assoziierten Polypeptide sollten bald als G-Protein-Untereinheiten
identifiziert werden. Schon frith deuteten viele Beobachtungen darauf hin, dal der C5aR zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zdhlt. So wurde z. B. nach CS5a-Gabe die
Stimulierung einer GTPase-Aktivitdt in Membranpriparationen polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten [75] beschrieben. Auch Beobachtungen, wie die Inhibierbarkeit oder
Abschwichung CS5a-vermittelter zellulirer Antworten durch Pertussis-Toxin [76] oder
nichthydrolysierbare GTP-Analoga [77], deuteten darauf hin, daB8 sich der C5a-Rezeptor zur
Signaltransduktion intrazelluldrer G-Proteine bedient. Schlieflich konnten die mit dem C5aR
kopurifizierten Polypeptide immunologisch als o- und B-Untereinheiten "inhibitorischer"
G-Proteine der Gj-Familie identifiziert werden [77]. Auch von anderen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren  (Al-Adenosin-Rezeptor, Follitropin-Rezeptor, Prostaglandin  E2-Rezeptor,
Vasopressin-Rezeptor) wurde berichtet, dal sie pridgekoppelt vorliegen [78-81]. Die
Entkopplung des Rezeptors von seinem G-Protein durch das nicht-hydrolysierbare GTP-
Analogon GTP[YS] fiihrte zu einem dramatischen Verlust an hochaffinen Bindungsplitzen
[77,82], was darauf hindeutet, daB3 der C5aR erst durch die Prakopplung mit dem G-Protein seine
Fahigkeit erhilt, C5a zu binden.

Durch die Expressions- bzw. Homologieklonierung der C5aR-cDNA aus Bt,cAMP-
differenzierten HL-60- und U937-Zellen [83,84] konnte der C5aR anhand seiner Sequenz
eindeutig als Mitglied der Rhodopsin-Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
identifiziert werden. AuBler den typischen 7 hydrophoben transmembrandsen (TM) Bereichen
sowie der bei vielen chemotaktischen Rezeptoren vorhandenen N-Glykosylierungsstelle im N-
Terminus (Asn5) zeigte das 1050 Bp lange offene Leseraster hohe Homologie zum Neurokinin
A-Rezeptor (21%), den IL-8-Rezeptoren (ca. 23%) und dem fMLP-Rezeptor (28%).

Beim C3aR legte die beobachtete Freisetzung von intrazellulirem Calcium und *H-IP; in
Granulozyten bzw. myelomonozytiren Zellinien [33,70] sowie die Inhibierbarkeit dieser
Antworten durch Pertussis-Toxin ebenfalls die Zuordnung dieses Rezeptors zur groBen Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren nahe. Die endgiiltige Bestitigung dieser Vermutung sollte

jedoch erst durch die Klonierung einer cDNA fiir den humanen C3aR gelingen.

1.4 C5a/C5aR: Modelle der Ligand-Rezeptor-Interaktion

Bindungs- und Funktionsstudien mit mutiertem CS5a zeigten, da mehrere diskontinuierlich

tiber die Sequenz verteilte Regionen des Molekiils Kontaktpunkte fiir die Bindung an den C5aR
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bereitzustellen scheinen [85-88]. Eine besondere Rolle kommt dabei dem flexiblen C-Terminus
des C5a zu, kann doch die Affinitdt und Aktivitdt des C5a durch Entfernen des C-terminalen
Arg74 drastisch gesenkt werden [89-91]. Die Bedeutung des C-Terminus fiir die
Rezeptoraktivierung wird dadurch weiter unterstrichen, dal das C-terminale Octapeptid
HKDMQLGR die Minimalsequenz darstellt, die spezifische, wenn auch geringe Affinitit zum
C5aR aufweist [92]; zudem vermogen dieses Peptid sowie weitere C-terminale Peptide liber den
C5aR Signaltransduktion auszuldsen [86,93,94]. Desweiteren konnten, ausgehend von C5a-C-
terminalen Peptiden, (niederaffine) kompetitive C5aR-Antagonisten entwickelt werden [95].

Auf Rezeptorseite wurden schon bald nach der Klonierung des C5aRs Beobachtungen
gemacht, die darauf hinwiesen, dafl der aspartatreiche N-Terminus des C5aRs an der CSa-
Bindung beteiligt zu sein scheint — was im Einklang steht mit dem stark basischen Charakter des
Liganden. So konnte gezeigt werden, da3 poly- und monoklonale Antiseren gegen den C5aR-N-
Terminus effizient die CS5a-Bindung zu unterdriicken vermogen [96,97]. Zudem vermochte
sowohl proteolytischer Verdau des CS5aR-N-Terminus mit einer C5aR-spezifischen
Metalloprotease aus dem Gift der Spinne Plectruerys tristes [53], als auch der Austausch
bestimmter Aminosidurereste oder die Deletion N-terminaler Rezeptorbereiche durch
zielgerichtete Mutagenese [98,99] die gegenseitige Affinitdit von Rezeptor und Ligand
dramatisch zu reduzieren. Dabei fiel jedoch auf, daB die Fahigkeit kurzer C5a-C-terminaler
Peptide, den Rezeptor zu aktivieren, von Veridnderungen des Rezeptor-N-Terminus vollig
unbeeintrichtigt blieb — was schlielich zur Postulierung eines Zwei-Punkt-Bindungsmodells fiir
den C5aR und seinen Liganden fiihrte. Demnach sollte der globulére, basische Kernbereich des
C5a an den sauren N-Terminus des Rezeptors binden, wihrend der flexible C-terminale "Finger"
des Liganden durch Wechselwirkung mit anderen Bereichen des C5aR - etwa den
transmembrandsen Regionen oder den extrazelluliren Schlaufen (EL) — Signaltransduktion
initiiert. Jiingste Beobachtungen einer deutlichen Assoziation von C5a und C5aR-N-terminalen
Peptiden in Losung unterstiitzen dieses Modell [100].

Durch zielgerichtete Mutagenese des C5aRs wurden weitere mutmafBliche Kontaktpunkte zum
C5a aufgespiirt; dabei leisteten der Vergleich der C5aR-Sequenzen verschiedener Species sowie
Computermodelle des C5aRs [101,102] gute Dienste fiir die Auswahl der in Frage kommenden
Aminosdurepositionen. Bei Mutageneseexperimenten, bei denen polare und geladene
Aminoséduren in den transmembrandsen Helices bzw. den extrazelluldren Schlaufen ausgetauscht
wurden, konnten tatsdchlich einige Positionen identifiziert werden, die einen Einflul auf die
Ligandenbindung haben. So konnte durch die Substitution Glu199GlIn eine Beteiligung dieses in

der 2. extrazelluldren Schlaufe gelegenen Restes an der Ligandenbindung nachgewiesen werden
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[103]. Weitere Experimente mit CS5a-homologen Peptiden lieBen Lys68 im Liganden als
wahrscheinlichen Bindungspartner fiir Glu199 des Rezeptors erscheinen.

Fiir die Seitenkette des C-terminalen Arg74 des C5a wurde Asp282 in der TM7 des Rezeptors
als Gegenion diskutiert. Zwar wies ein Rezeptor mit Asp282Ala-Austausch keinerlei Affinitéit
mehr zum Liganden auf, doch da der Austausch Asp282Asn unter Beibehaltung der Wildtyp-
Affinitédt vonstatten ging, erscheint eine Wechselwirkung an dieser Stelle eher unwahrscheinlich
[82].

Arg206 in der TMS des Rezeptors wird als Wechselwirkungspartner der C-terminalen
Carboxylatfunktion des Arg74 im Liganden angesehen. Wihrend die Substitution dieses Restes
durch Ala bei Expression in COS-M6-Zellen zu einem volligen Verlust an Bindungsaffinitit
fiihrte [82], wies diese Mutante in RBL-2H3-Zellen normale Wildtyp-Affinitit auf [104].
Substitution durch GIn hingegen fiihrte zu einer verminderten Anzahl hochaffiner
Bindungspldatze (und nicht etwa zu einer verminderten Affinitdt) bei gleicher
Oberfldchenexpression. Die Beobachtung, dafl dieses Phdnomen durch eine gleichzeitige
Uberexpression von G;a-2 partiell kompensiert werden konnte, legt die Vermutung nahe, daB
Arg206 an der Ausbildung des hochaffinen Zustandes des Rezeptors bei Kopplung mit dem

G-Protein beteiligt ist.

1.5 C3a/C3aR: Fakten zur Ligand-Rezeptor-Interaktion

Uber den modus operandi der Bindung des C3a an seinen Rezeptor ist weit weniger bekannt
als beim C5a/C5aR-System. Zudem wurde ein Grofteil der Studien mit humanem C3a und
davon abgeleiteten Peptiden im heterologen Meerschweinchen-System durchgefiihrt, so daf3 die
hier gewonnenen Erkenntnisse nicht ohne weiteres auf den Menschen {iibertragen werden
konnen. Allerdings konnte im Meerschweinchen gezeigt werden, dal Peptide, die den
C-Terminus des Liganden nachbilden, den Rezeptor aktivieren konnen; ein C-terminales
Pentapeptid LGLAR vermochte bereits das volle Spektrum biologischer Aktivitdten auszuldsen
[105,106], und ein C-terminales 2ler-Peptid wies immerhin 10% der wt-C3a-Aktivitidt auf
[107,108]. Modifizierte C-terminale Peptide mit zusdtzlichen hydrophoben Gruppen am
N-Terminus wiesen bei kiirzerer Kettenldnge ebenfalls hohe biologische Aktivitédt auf [69], was
die Konstruktion eines im Meerschweinchen-System dem C3a &dquipotenten "Superagonisten”
ermoglichte [109], der im Menschen allerdings nur 10% der wt-Aktivitét erreichte [110].

Die offensichtliche Bedeutung des C3a-C-Terminus steht im Einklang mit der Raumstruktur
des C3a-Mokekiils [8,9,111], das — wie C5a — ebenfalls einen globuldren a-helikalen Kern mit

einem flexiblen C-Terminus aufweist; zudem wird C3a durch Entfernen des C-terminalen Arg77
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vollstidndig inaktiviert [30]. Weitere Kontaktpunkte konnten im C3a bisher nicht identifiziert

werden.

1.6 Rezeptorchimiren als Mittel fiir Struktur/Funktionsanalysen

Zur Eingrenzung von Bereichen, die innerhalb der Sequenz eines Proteins eine bestimmte
Funktion wahrnehmen, eignet sich die Konstruktion von Chimédren mit strukturell dhnlichen
Proteinen, die jedoch beziiglich des betrachteten Parameters verschiedenes Verhalten aufweisen
miissen. Beispielsweise konnte es sich bei den Proteinen um homologe Rezeptoren handeln, die
jedoch verschiedene Ligandenspezifitiit besitzen. Die Ubertragung eines "Moduls" von Rezeptor
Ra auf sein Gegenstiick Rg kann dann verschiedene Folgen haben:

- Rp verliert die Fahigkeit, seinen natiirlichen Liganden Ly zu binden. Dann wurde offenbar
ein Sequenzbereich entfernt, der an der Ligandenbindung beteiligt ist (korrekte Expression
und Faltung der Chimére vorausgesetzt).

- Rp erwirbt die Fihigkeit, auch den fremden Liganden L, zu binden. Dann beherbergt das
von R, iibertragene Modul Strukturen, die die Bindung von L, an R, (mit-) vermitteln.

- Rp dndert sein Bindungsverhalten nicht. Dies kann einerseits daran liegen, dall das
entfernte Sequenzmodul tatsdchlich nicht an der Ligandenbindung beteiligt ist; andererseits
konnten aber auch homologe Positionen im neu eingefiigten Modul von R, die
verlorengegangenen Funktionen ersetzen. In diesem Falle miissen weitere Studien
betrieben werden, um den Beitrag des Original-Moduls von Rg zur Bindung zu kldren.

Tatsdchlich wurden schon zahlreiche Chiméren aus verschiedensten Rezeptorproteinen
konstruiert, exprimiert und auf ihre Ligandenspezifitdt und —affinitdt beziiglich Bindung und
Signaltransduktion untersucht. Z. B. ist es bei der groBen Familie der Wachstumsfaktor-
Rezeptoren mit Tyrosin-Kinase-Aktivitdt aufgrund ihres Aufbaus mit klar getrennten
extrazelluliren Bindungs- und intrazelluliren Signaltransduktionsdomidnen moglich, durch
Austausch eben dieser Domédnen Chimédren zu Konstruieren, die auf Stimulation mit dem
Liganden des einen Rezeptors mit der typischen Signaltransduktion des anderen Rezeptors
antworten (s. z. B. [112]).

Bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurden zumeist nur sehr eng verwandte
Rezeptoren, meist sogar Subtypen des gleichen Rezeptors, zur Chimédrenbildung eingesetzt; so
etwa — in zahlreichen Studien — beim [-adrenergen Rezeptor. Die Homologie zwischen den
Rezeptorsequenzen betrug dabei in der Regel >90%. Allerdings fanden auch schon die
Chemokinrezeptoren CCR3 und CCRS mit nur ca. 50%iger Sequenzhomologie Verwendung zur

Chimirenbildung [113].
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Der bis zur Klonierung des C3aRs nichste bekannte Verwandte des C5aRs war mit einer
Sequenzhomologie von 28% der fMLPR. Trotz dieser eher geringen Homologie wurde der
Versuch unternommen, Chimédren aus diesen beiden Molekiilen zu konstruieren, um die
Ligandenbindungsstelle(n) beider Rezeptoren einzugrenzen [114,115]. Uberraschenderweise
wurde die tiberwiegende Mehrzahl dieser Chimédren auch tatsdchlich auf der Zelloberfldche
exprimiert und lieferten Hinweise auf potentiell an der Ligandenbindung beteiligte
Rezeptormodule; so konnte fiir den C5aR die Beteiligung der 2. extrazelluldren Schlaufe an der

Ligandenbindung gezeigt werden.

1.7 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollten Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen der
Rezeptor/Ligand-Interaktion der Anaphylatoxinen C3a und C5a mit ihren zelluldren Rezeptoren
durchgefiihrt werden. Dabei wurden drei verschiedene, aber inhaltlich zusammenhingende
Themen bearbeitet:

1) Klonierung des humanen C3aRs. Eine cDNA des humanen C3aRs sollte aus einer cDNA-
Bibliothek aus Bt,cAMP-differenzierten U937-Zellen mittels eines Expressionsklonierungs-
verfahrens isoliert werden. Die Klonierung sollte durch wiederholte poolweise transiente
Transfektion der Bibliothek in HEK293-Zellen, Nachweis der Rezeptorexpression durch Test auf
erhohte '*1-C3a-Bindung an die Zellen, Reduktion der GroBe positiver Pools und erneute
Transfektion erfolgen. Nach erfolgreicher Isolierung eines '*’I-C3a-bindungsvermittelnden
cDNA-Einzelklons sollte der mutmaBliche C3aR beziiglich Affinitit und Spezifitidt der Bindung
in kompetitiven Bindungsstudien mit '*I-C3a als Tracer charakterisiert werden. Dazu standen
aufler dem natiirlichen Liganden (aufgereinigtem C3a) noch verschiedene synthetische (C3a-
analoge und nicht analoge) Peptide sowie rekombinant hergestelltes C4a zur Verfiigung.
Weiterhin sollte der C3aR auf die Fihigkeit zur Signaltransduktion getestet werden.

2) Generierung und Charakterisierung von C3aR/C5aR-Chimdiren, um Rezeptormodule zu
identifizieren, die an der Ligandenbindung, Signaltransduktion und der Diskriminierung des
Jjeweils heterologen Liganden beteiligt sind. Durch PCR-basierte Verfahren, Einfithrung neuer
Restriktionsschnittstellen und Umklonierungsschritte sollten Expressionsplasmide fiir alle 16
C3aR/C5aR-Chimiren (einschlieBlich der beiden Wildtyp-Rezeptoren) hergestellt werden, die
durch Austausch der N-Termini und/oder der 2. extrazelluldren Schlaufen moglich sind. Nach
transienter Transfektion in HEK293-Zellen sollten alle chimédren Proteine immunologisch auf
Oberfldchenexpression, in kompetitiven Bindungsstudien auf Affinitdt und Spezifitdt beziiglich

C3a und C5a sowie nach Kotransfektion eines Expressionsplasmids fiir Ga-16 auf ihre Fahigkeit
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zur Signaltransduktion untersucht werden. Fiir die Funktionsstudien sollten aufler den
natiirlichen Liganden noch zwei synthetische Peptide, die den C-Termini von C3a bzw. C5a
analog sind, zum Einsatz kommen.

3)  Herstellung  C-terminaler  C5a-Mutanten  zur  Charakterisierung  der
Ligandenbindungsstelle in der 2. EL des C5aRs. Durch die rekombinante Produktion einiger
C5a-Varianten mit Mutationen in den Pos. 68 (Lys68Glu, Lys68Met) und 74 (Arg74Asp;
desArg74-Mutanten von wt-C5a und C5a[Glu68]) sollte das Zusammenspiel dieser
Aminoséurereste mit einem mutmalBlichen Wechselwirkungspartner im C5aR (Glul199) bei

Bindung und Signaltransduktion untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Ausgangsmaterial

Die folgenden Hilfsmittel standen zu Beginn der Arbeit bereits in der Arbeitsgruppe zur

Verfiigung:

2.1.1 Expressionsplasmid pQE-30/C4a

Durch das Einklonieren des codierenden
Bereichs des C4-Spaltprodukts C4a in den
bakteriellen  Expressionsvektor  pQE-30
(Qiagen) konnte dieses Peptid als N-
terminales Hise-Konstrukt exprimiert

werden. Dadurch wurde eine einfache

Aufreinigung iiber Ni-NTA-Agarose ermodglicht.

2.1.2 C5a-Expressionsplasmid pME10

Das Plasmid pME10 [116] enthilt jenen
Bereich des humanen C5-Gens, der dem
Spaltprodukt C5a entspricht, als Insert im
bakteriellen Expressionsplasmid pKK233-2
(Pharmacia) hinter einem ATG-Startcodon.

2.1.3 FLAG-C5a-Rezeptorplasmid
pCCF2

Das Plasmid pCCF2 [117] enthilt die
natlirliche 5-UTR sowie das offene
Leseraster des C5aRs im eukaryontischen
Expressionsvektor pCDMS8  (Invitrogen).
Gleich hinter dem Startcodon wurde die
Sequenz des FLAG-Epitops sowie eine
EcoRI-Schnittstelle und ein zusétzliches

ColE1-Ori

SV40-Ori

Beta-Lactamase

T5-Promotor / 2 x lacR
RBS Il

6xHis-Tag

BamH|

Cda

Pstl
Hindlll
3 x Stop
t0-Terminator

pQE-30/C4a

(PGE30)
3.7 kbp

pBR322 Ori

pME10 T frsnBTﬂ?

(PKK233-2) C5a
3.9 kbp L~ Ncol

A lacZ RBS
trc-Promotor

CMV-Promotor
Hindll
5-UTR

FLAG
EcoRI

C5aR

Splice- und polyA-Seq.

Leucin-Codon eingefiigt, so da3 sich der Beginn des Inserts wie folgt liest:
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AAGCTT AGCCCAGGAGACCAGAAC ATG GACTACAAGGACGATGACGATAAG GAATTC CTG AAC...
HindIII 5'-UTR Start FLAG EcoRI Leu C5aR-Aminos. 29

AuBerdem enthilt das C5aR-Gen an Aminosiure-Position 5 einen Asn{ Ser-Austausch, um
N-Glycosylierung an dieser Stelle zu unterdriicken, die evtl. mit der Bindung von anti-FLAG-
Antikorpern hitte interferieren konnen. Die Vermehrung des Plasmids erfolgte in E. coli
MC1061/P3 unter Ampicillin- und Tetracyclin-Doppelselektion; die auf pCDMS kodierte
Supressor-tRNA SupF erlaubte es dabei, die in den bakteriellen Resistenzgenen vorhandenen
vorzeitigen Stopp-Codons zu iiberlesen und die Genprodukte in ausreichendem Malle zu

exprimieren.

2.1.4 cDNA-Bibliothek aus Bt,cAMP-differenzierten U937-Zellen

Die Bibliothek wurde erzeugt unter
Zuhilfenahme des Copy-Kits (Invitrogen) QMV-Promotor o
Hindlll

aus  poly-A™-RNA  von  Bto,cAMP-
differenzierten U937-Zellen (2.6.2),

BstXI
BstX1/EcoR1-Adapter

gewonnen mit dem Oligotex mRNA-Kit M13-Ori
(Qiagen) aus Gesamt-RNA. Mit Hilfe eines

cDNA-Bibl.

(PcDNA1/Amp)

Notl

Xhol

Xbal
Sp6-Promotor
Splice- und PolyA-Seq.

S'-anligierten BstXI/EcoRI-Adapters wurde ColE1-Ori
die Bibliothek iiber BstXI und Notl in den oo
eukaryontischen Expressionsvektor

pcDNAI/Amp kloniert und in E. coli TOPIOF' ligiert. Restriktionsanalysen ergaben, daf3 90%

der Klone ein Insert trugen; die durchschnittliche Insert-Ldnge betrug ca. 1,5 kBp.

2.1.5 Eukaryontischer Expressionsvektor pcDNA3

Die Konstruktion der C3aR/C5aR-

Chiméren erfolgte letztendlich im

CMV-Promotor
T7-Promotor
Hindll
Kpnl
BamHl
BstXI

eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 M13-Ori

(Invitrogen). Auller einem prokaryontischen

i/, EcoRI
——/ EcoRV
I\ BstX!

1\ Notl

Replikationsursprung und einer Ampicilin- colErO

Resistenz zur Vermehrung in bakteriellen

SV40-PolyA-Seq. SAé):;I )
p6-Promotor
BGH-PolyA-Seq.

Wirten enthilt der Vektor die nétigen

Sequenzen fiir eine hohe Expressionsrate in SV40-Promotor

SV40-Ori

eukaryontischen Zellen sowie eine Neomycin-Resistenz fiir die Selektion stabiler

Transfektanten.
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2.2 Pufferlosungen

Alle Losungen wurden mit Aqua dest. angesetzt und, sofern nicht anders angegeben, durch

Autoklavieren oder Sterilfiltration sterilisiert.

Losung

Zusammensetzung

Ampli-Puffer

AufschluBpufter

Bradford-Stammlosung

Chloronaphtol-
Stammlosung

CIAP-Additiv
FPLC-Puffer A
FPLC-Puffer B

GEBS

HAG-CM

PBS

P1

P2

P3
Quicky-Puffer
SDS-Gellsg. A
SDS-Gellsg. B
SDS-Gellsg. C
SDS-Gellsg. D
SDS-Laufpuffer
SDS-Sammelgel

Sequagel-Konzentrat

Sequagel-Puffer

50 mM TRIS-HCI pH 7,5 mit 0,15 M NaCl; mit NaCl auf eine Leitfdhigkeit von
0,15 mS/cm eingestellt

2% [w/v] SDS, 12,5% [v/v] Glycerin, 0,3 g/L Bromphenolblau, 5% [v/V]
2-Mercaptoethanol in SDS-Gellésung D

0,67 g/L. Coomassie Brilliant Blue G 250 in 67% [v/v] 85% Phosphorsiure und
33% [v/v] 96% Ethanol

3 g/L 4-Chloro-1-naphtol in Methanol

10 mM MgCl,, 10 mM ZnCl,
30 mM Ammoniumacetat-Puffer pH 4,0, entgast, mit 0,1% [v/v] Trifluoressigsidure

60 mM Ammoniumacetat-Puffer pH 4,0, entgast, mit Acetonitril zu einer
Endkonzentration von 60% versetzt; dazu 0,1% [v/v] Trifluoressigsdure

50 mM EDTA pH 8,0 mit 1% [w/v] SDS, 30% [v/v] Glycerin, 2,5 g/L
Bromphenolblau

20 mM HEPES pH 7,4 mit 125 mM NaCl, 5 mM KCIl, 1 mM CaCl,, 0,25% [w/v] BSA
und 0,5 mM Glucose

10 mM Na-Phosphat pH 7,4 mit 2,7 mM KCI; mit NaCl auf eine Leitfdhigkeit von
15 mS/cm eingestellt

50 mM TRIS-HCI pH 8,0 mit 10 mM EDTA

200 mM NaOH mit 1% [w/v] SDS

2,5 M K-Acetat pH 4,8

40% [v/v] Glycerin mit 0,25% [w/v] Bromphenolblau

30% [w/v] Acrylamid und 0,8% [w/v] N,N'-Methylendiacrylamid in Aqua dest.
1,5 M TRIS-HCI pH 8,8

10% [w/v] SDS in Aqua dest.

0,5 M TRIS-HCI pH 6,8

50 mM TRIS, 0,4 M Glycin, 0,1% [w/v] SDS; pH 8,5

10% [v/v] SDS-Gellsg. A, 25% [v/v] SDS-Gellsg. D, 1% [v/v] SDS-Gellsg. C

23,75% [w/v] Acrylamid, 1,25% [w/v] N,N'-Methylendiacrylamid, 8,3 M Harnstoff
(Sequagel)

8,3 M Harnstoff in 10 x TBE fiir Sequenzgele (Sequagel)

Sequagel-Diluent 8,3 M Harnstoff (Sequagel)

Sequenzgel, Stamm 6%ig 24% [v/v] Sequagel-Konzentrat; 10% [v/v] Sequagel-Puffer; 66% [v/v]
Sequagel Diluent

10 x TBE fiir Agarose- 0,9 M TRIS, 0,9 M Borsiure, 0,2 mM EDTA

Gele

10 x TBE fiir Sequenzgele 1 M TRIS, 1 M Borsdure, 20 mM EDTA

TBS 50 mM TRIS-HCI pH 7,5 mit 200 mM NaCl

10 x TE 100 mM TRIS-HC1 pH 7,5 - 8,0 mit 1 mM EDTA
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2.3  Organismen

2.3.1 Bakterien

2.3.1.1 Stdmme

Stammbezeichnung

Genotyp

E. coli GM48 (ATTC 39099)
E. coli MC1061/P3 (Invitrogen)

E. coli SG13009 (Qiagen)

E. coli TOP10F (Invitrogen)

E. coli XL1-Blue (Stratagene)

E. coli Y1098 (DSM)

F thr leu thi lacY galK galT ara fhuA tsx dam dcm supE44

F hsdR (v, m") araD139 A(araABC-leu)7679 galU galK AlacX74
rpsL thi merB {P3: Kan® AmpR(am) Tet®(am)}

F lac ara gal mtl recA* uvr* {pREP4: Neo®}

F {lagl"Tn10(Tet®)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

080lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL endAl nupG

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB
lacT"ZAM15 Tnl0(Tet®)]

F A(lacZY A-argF)U169 Alon araD139 rpsL hflA150[chr::Tnl0]
{pMC9: Tet® Amp" lacl?)

2.3.1.2 Medien

Alle Medien wurden mit Aqua dest. angesetzt und nach Zubereitung autoklaviert, falls nicht

anders angegeben. Losungen, die nachtrdglich zugegeben wurden, waren entweder durch

Autoklavieren oder durch Sterilfiltration sterilisiert worden.

Medium Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton (Difco), 5 g/l Hefe-Extrakt (Merck) und 10 g/L. NaCl
SOB-Medium 2% [w/v] Trypton, 0,5% [w/v] Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI
SOC-Medium SOB-Medium mit 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM Glucose

5 x M9-Medium 37,6 g/L Na,HPO; - 2 H,0, 15 g/LL KH,PO,, 5 g/L. NH,Cl, 2,5 g/L. NaCl
MOCA-Medium 200 mL 5 x M9-Medium mit Aqua dest. ad 1 L; nach dem Autoklavieren mit 0,5 mL

1 M MgSQ,, 2,3 mL 87% Glycerin, 2,5 mL 20% Casaminosiuren (Difco), 50 uL
0,5% [w/v] Vitamin B1 (Thiamin-Hydrochlorid) und 27 uL. 1 M CaCl, versetzen

Zur Bereitung von Agarplatten wurde dem entsprechenden Medium vor dem Autoklavieren

15 g/l Bacto-Agar (Difco) beigesetzt. Antibiotika wurden als sterilfiltrierte Stammlosungen

(Ampicillin: 100 g/L in Aqua dest.; Tetracyclin: 2,5 g/L. in Ethanol) bei —20°C gelagert und bei

Bedarf dem fertigen Medium zugegeben (Ampicillin: ad 80 mg/L; Tetracyclin: 10 mg/L).
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2.3.2 Eukaryontische Zellinien

2.3.2.1 Stdmme

Stammbezeichnung

Beschreibung

Kulturbedingungen

U937 (ATTC CRL 1593)

HEK293 (ATTC CRL 1573)

Etabliert aus malignen Zellen einer
Pleuraleffusion eines 37jdhrigen
Kaukasiers mit diffusem
histiozytischem Lymphom; fast triploid
(modale Chromosomenzahl 58);
exprimieren viele monozytire Marker;
differenzierbar zu monozytenahnlichem
Phénotyp [SUNDSTROM C., NILLSON K.
(1976): Int. J. Cancer 17:565].

Permanente Linie aus primirem
embryonalen menschlichen
Nierengewebe, transformiert mit
gescherter humaner Adenovirus Typ 5-
DNA,; hypotriploid (modale
Chromosomenzahl 64 [J. Gen. Virol.
(1977) 36:59; Virology (1977) 77:319;
ibid. (1978) 86:10].

RPMI 1640-Medium (Gibco) mit 5%
[v/v] FCS sowie 50 U/mL Penicillin und
50 pg/mL Streptomycin

NutMix F12-Medium (Gibco) mit 10%
[v/v] FCS sowie 50 U/mL Penicillin,
50 pg/mL Streptomycin, 1 mM
Natriumpyruvat und 2 mM Glutamin

Alle Medienbestandteile wurden entweder bereits steril vom Hersteller bezogen oder

sterilfiltriert. Das fetale Kélberserum (Gibco) wurde durch 30miniitiges Erhitzen auf 56°C

inaktiviert. Zellen wurden generell im Brutschrank bei 37°C in einer Atmosphire mit 5% CO;

inkubiert.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Herstellung kompetenter E. coli

Um E. coli-Zellen in einen Zustand zu versetzen, der das Einbringen von Fremd-DNA in die
Zellen erlaubt (Kompetenz), wurden zwei verschiedene Verfahren verwendet. Fiir fertige
Expressionsplasmide oder zur Plasmidvermehrung wurden Zellen, die nach der CaCl,-Methode
[118] behandelt wurden, verwendet; Ligationsansidtze hingegen wurden 1. d. R. mittels des
effizienteren Elektroporationsverfahrens transformiert. Da die Herstellung kompetenter
Bakterien ein ununterbrochenes Arbeiten bei 4°C bzw. auf Eis erfordert, wurden alle
verwendeten Materialien und Losungen einige Stunden vor Beginn der Arbeit im Kiihlschrank

vorgekiihlt.

24.1.1 CaCl,-Methode

100 mL LB-Medium — evtl. mit einem Antibiotikum zur Selektion — wurden mit 1 mL einer
Ubernachtkultur des betreffenden E. coli-Stammes angeimpft und bei 37°C und 250 upm im
Schiittelinkubator bis zu einer ODgyy von 0,4 wachsen gelassen. Sodann wurden von der
Zellsuspension 4 x 20 mL auf 30 mL-Corexrohrchen verteilt und abzentrifugiert (10" bei
10.000xg und 4°C in der Beckmann-Kiihlzentrifuge J2-21 im JS13.1-Rotor). Die
Bakterienpellets wurden in je 10 mL 100 mM MgCl,-Losung resuspendiert, erneut zentrifugiert
und nun in jeweils 10 mL 50 mM CaCl,-Losung aufgenommen. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Pellets in je 1 mL der CaCl,-Losung resuspendiert, vereinigt und 20’
auf Eis inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden 400 pL. 87% [v/v] Glycerin zugegeben und die
Zellen in Aliquots a 200 pL in fliissigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei —70°C.

2.4.1.2  Elektroporation

700 mL LB-Medium — ggf. mit einem Antibiotikum zur Selektion — wurden mit 10 mL einer
Ubernachtkultur des betreffenden E. coli-Stammes angeimpft und bei 37°C und 250 upm im
Schiittelinkubator bis zu einer ODgyy von 0,4 wachsen gelassen. Nach Erreichen dieses Wertes
wurden die Kolben mit der Zellsuspension fiir 10” auf Eis inkubiert, bevor die Bakterien in zwei
500 mL-Zentrifugenbecher tiberfiithrt und 15° bei 4.000 upm und 4°C im JA10-Rotor in der
Beckmann-Kiihlzentrifuge J2-21 sedimentiert wurden. Die Pellets wurden in je 250 mL
eiskaltem Aqua dest. resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Nach einer Wiederholung dieses
Waschschrittes wurden die Bakterien in je 20 mL eiskaltem 10% [v/v] Glycerin resuspendiert,

erneut abzentrifugiert und schlieBlich in insgesamt 2,5 mL 10% Glycerin vereinigt. Die so
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vorbereiteten Zellen wurden in Aliquots a 100 pL in vorgekiihlte Halbmikro-Reagiergefifle
tiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -70°C gelagert.

2.4.2 Transformation von E. coli

Wie unter 2.4.1 ausgefiihrt, wurden zwei verschiedene Transformationsmethoden

angewendet:

2.4.2.1 CaCl,-Methode

Zur Transformation wurde ein eingefrorenes Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut
und mit 1 — 100 ng Plasmid-DNA versetzt. Nach einer halbstiindigen Inkubation auf Eis erfolgte
ein Sminiitiger Hitzeschock bei 37°C, gefolgt von einer weiteren Inkubation auf Eis (10').
Sodann wurde der Transformationsansatz mit 800 pL. LB-Medium versetzt und 30' bei 37°C
inkubiert. SchlieBlich wurden Aliquots von 5 bis einigen hundert pL auf angemessenen

Selektionsmedien ausplattiert.

2.4.2.2  Elektroporation

Da durch eine Elektroporationskiivette kein zu grofler Strom flieBen darf, muf3 die DNA fiir
dieses Transformationsverfahren in Wasser oder zumindest einem sehr niedrigmolaren Puffer
gelost vorliegen. Daher wurden Ligationsansitze (2.4.13) vor der Elektroporation geféllt (2.4.6),
3mal mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 2 — 5 pLL Aqua dest. aufgenommen. Fertige
Plasmid-DNA, in TE-Puffer gelost, wurde mit Aqua dest. auf 1 ng/uL verdiinnt, wodurch die
Ionenkonzentration in der Losung i. d. R. auf tolerable Werte reduziert wurde.

Die vorbereitete DNA wurde — wie auch die Elektroporationskiivette — auf Eis vorgekiihlt.
Sodann wurden 40 puL der auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen mit der DNA vermischt, in
die Elektroporationskiivette (Invitrogen, d = 2 mm) tiberfithrt und im GenePulser (Biorad) bei
2.500 V, einer Kapazitit von 25 pF und einem Parallelwiderstand von 400 Q elektroporiert.
Sofort nach dem Spannungssto3 wurde der Ansatz in 1 mL SOC-Medium tberfiihrt und 30' bei
37°C im Schiittelinkubator inkubiert. SchlieBlich wurden Aliquots von 5 bis einigen hundert uLL

auf Selektionsmedium ausgestrichen.

2.4.3 Schnelltest auf PlasmidgroBe (''Quicky'")

Um rasch den Erfolg einer Ligation (2.4.13) zu iiberpriifen, wurden nach einem Protokoll von
[119] einige Kolonien des Uber-Nacht-Ausstriches des elektroporierten Ligations-Ansatzes mit
autoklavierten Zahnstochern abgenommen, in je 250 uyL LB/Amp-Medium iiberfiihrt und ca. 5

Stunden unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Bei Auftreten einer deutlichen Triilbung wurden
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50 pL der Bakteriensuspension in einem Halbmikro-Reagiergefdl mit 10 pL. Quicky-Puffer und
100 pL. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 versetzt und kurz heftig vermischt. Nach
Zentrifugation (1' bei 13.000 upm und RT, Eppendorf-Zentrifuge (Biofuge 15, Heraeus
Sepatech)) wurden 20 puL der wissrigen, oberen Phase auf ein 0,6%iges Agarosegel aufgetragen
und, wie unter 2.4.9 beschrieben, aufgetrennt. Von einer Midi- oder Maxi-Préparation (2.4.4.2)
des jeweils verwendeten leeren Vektors wurden ca. 200 ng als Kontrolle mitgefiihrt. Die
Plasmide zeigten sich als schwache Bande zwischen der bakteriellen genomischen DNA und den

Banden der rRNASs und der tRNA.

2.4.4 Priparation von Plasmid-DNA

Je nach Anwendung wurden verschiedene Verfahren zur Plasmidpriparation eingesetzt, die

DNA verschiedener Menge und Reinheit ergaben.

2.4.4.1  Plasmid-Mini-Prdparation

Um nach einer Ligation eine grofere Anzahl von Klonen auf korrekte Lidnge und/oder
Schnittstellenverteilung des Inserts zu iiberpriifen, wurden nach einem modifizierten Protokoll
zur alkalischen Lyse [120] einige ug DNA gewonnen ("Mini-Prip"). Dazu wurden 1,5 mL
Ubernachtkultur der betreffenden E. coli-Klone in der Eppendorf-Zentrifuge (Biofuge 15,
Heraeus Sepatech) 30" bei 15.000 upm und RT abzentrifugiert, der Uberstand restlos entfernt
und das Bakterienpellet in 200 uLL P1 sorgfiltig resuspendiert. Die Lyse wurde durch Zugabe
von 200 pL P2 und etwa Smaliges vorsichtiges Wenden des Reagiergefidles eingeleitet. Nach
exakt 5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 puL P3 gestoppt und die
ausgeflockten Bakterienproteine durch ca. 15miniitiges Zentrifugieren (bei 13.000 upm und RT,
Eppendorf-Zentrifuge (Biofuge 15, Heraeus Sepatech)) sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein
neues GefdB tiberfiihrt, eine Phenol-Chloroform-Extraktion nach 2.4.5 und eine Ethanol-Féllung
nach 2.4.6 durchgefiihrt und die DNA in 20 — 40 pL RNAse-Losung (50 mg/L in Aqua dest.)
aufgenommen.

Alternativ wurden statt der Puffer P1 bis P3 die fiir Midi- bzw. Maxi-Prips (2.4.4.2) vom
Hersteller mitgelieferten Lysepuffer verwendet; da diese bereits RN Ase enthielten, wurde die so

praparierte DNA statt in RN Ase-Losung in TE-Puffer aufgenommen.

2.4.4.2  Plasmid-Midi- und Maxi-Prdparation

Zur Priparation groBerer Plasmid-Mengen (einige hundert pg bis mehrere mg) mit
kommerziellen Kits (Qiagen, Genomed, Macherey & Nagel) wurden 100 mL- ("Midi") bzw.
500 mL- ("Maxi") Ubernachtkulturen transformierter E. coli aufgearbeitet. Nach alkalischer
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Lyse gemil3 Herstellerprotokoll wurde die DNA iiber die mitgelieferten lonenaustauschersidulen
aufgereinigt, mit Isopropanol gefillt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 250 pL bzw. 1 mL

TE-Puffer aufgenommen.

2.4.5 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zum Entfernen von Protein-Kontaminationen aus DNA-L&sungen — etwa nach einer Plasmid-
Minipriparation (2.4.4.1) oder einer Restriktionsverdauung (2.4.8) — wurde die Losung mit dem
gleichen Volumen einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) versetzt und
kurz heftig vermischt. Nach Trennung der beiden Phasen durch Zentrifugation fiir 30" bei 13.000
upm und Raumtemperatur in der Eppendorf-Zentrifuge (Biofuge 15, Heraeus Sepatech) wurde
die obere, wissrige Phase vorsichtig abgenommen und in ein neues Gefd3 iberfiihrt. Zur
Entfernung von Phenolresten wurde die Losung mit dem gleichen Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 extrahiert und erneut zentrifugiert. Die obere Phase wurde

abgenommen und einer Ethanolfdllung nach 2.4.6 unterzogen.

2.4.6 Ethanolfillung

Um DNA in einen anderen Puffer zu iiberfilhren — etwa nach einer Phenol-Chloroform-
Extraktion (2.4.5) oder Ligation (2.4.13) —, wurde die DNA-LOsung zunédchst mit 10% ihres
Volumens an 3 M Na-Acetat pH 5,2 sowie dem 2,5fachen Volumen an eiskaltem 96%igem
Ethanol versetzt (fiir Elektroporation: zusétzlich 1 uL 20 g/L Glycogen). Nach ca. halbstiindiger
Inkubation bei —70°C wurde die geféllte DNA durch 20miniitiges Zentrifugieren (13.000 upm,
4°C, Eppendorf-Kiihlzentrifuge (Biofuge 15R, Heraeus Sepatech)) sedimentiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde — je nach erwiinschtem Grad an Salzfreiheit — ein- bis
dreimal mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet (SpeedVac
Concentrater, Savant). Die gefillte DNA wurde schlieBlich in Aqua dest. (fiir Elektroporation,
2.4.2.2) oder TE-Puffer gelost.

2.4.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration und -Reinheit wurde iiberschlagsmédfig photometrisch durch
Messung der Extinktion einer angemessenen Verdiinnung (Midi/Maxi-Prap: 1:20 — 1:50) bei
A =260 und 280 nm bestimmt [121]. Als Extinktionskoeffizient wurde dabei € = 50 mg'l-cm'2

angenommen; der Quotient E,q0/E>go sollte im Bereich von 1,8 — 2,0 liegen.
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2.4.8 Restriktionsverdauung

Die Spaltung von DNA mit Restriktions-Endonukleasen wurde unter den Puffer- und
Temperaturbedingungen durchgefiihrt, die der Hersteller (Boehringer Mannheim, NBI
Fermentas, New England Biolabs, Pharmacia, Promega, Stratagene oder TaKaRa) fiir das

jeweilige Enzym vorgab. Eine allgemeine Restriktion sah wie folgt aus:

1 uL 10 x Puffer
500 ng DNA
10 U Enzym

Aqua dest. ad 10 uL

Die Inkubation erfolgte i. d. R. iiber eine Stunde; bei Bedarf wurde das Enzym nach der
Verdauung durch Erhitzen inaktiviert. Bei kompatiblen Puffern wurde u. U auch eine
Doppelverdauung mit zwei Enzymen durchgefiihrt. Fiir Enzyme, deren Aktivitdt durch dcm-
Methylierung innerhalb ihrer Erkennungssequenz herabgesetzt wird, mute vor dem Verdau eine

Plasmidpréparation in einem decm-negativen E. coli-Stamm (GM48) durchgefiihrt werden.

2.49 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente verschiedener Linge wurden durch Auftrennung in einer Agarose-
Gelelektrophorese nachgewiesen und identifiziert. Dazu wurden — je nach erwarteter
Fragmentldnge — 0,6 bis 1,2%ige [w/v] Agarosegele mit 1 x TBE als Gel- und Laufpuffer in
einer wassergekiihlten Flachbett-Gelkammer gegossen. Dabei wurde der zur Visualisierung der
DNA verwendete, interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid direkt in die
Agaroselosung gegeben (Stammlosung 0,5 g/L; Endkonzentration im Gel ca. 40 ug/L), nachdem
die Agarose in einem Mikrowellenofen in 1 x TBE-Puffer aufgekochten worden war und sich
auf ca. 50 — 60°C abgekiihlt hatte. Nach Erstarren der Gelmasse, Uberschichten mit 1 x TBE und
Entfernen der Kdmme wurden die DNA-Proben im Verhiltnis 2:1 bis 10:1 mit 5 x GEBS
versetzt und bei 120 V gegen einen Léngenstandard (1 kB-ladder, Gibco) aufgetrennt.
AnschlieBend erfolgte die Sichtbarmachung der DNA-Banden auf einem UV-Tisch bei A =

405 nm und unter Verwendung eines Herolab-Geldokumentationssystems.

2.4.10 DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen

Je nach Anwendung wurden unterschiedliche Extraktionsmethoden verwendet; in der Regel

wurde die Zentrifugationsmethode bevorzugt, solange nicht mit sehr geringen DNA-Mengen
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oder sehr empfindlichen Folgeschritten gearbeitet wurde. In allen Fillen wurden jedoch die
entsprechenden DNA-Banden auf dem UV-Tisch (Sichtschutz!) mit einem Skalpell moglichst
knapp aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in einzelne Halbmikro-Reagiergefif3e tiberfiihrt.

2.4.10.1 Zentrifugation durch Filterpapier

Fir diese Methode wurden zundchst sowohl Boden als auch Deckel eines 500 pL-
Reagiergefdles mittels einer heilen Kaniile durchlochert und in ein deckelloses 1,5 mL-
Reagiergefdl} gesteckt. Sodann wurde einige 100 uL einer autoklavierten Suspension zerissenen
Whatman 3MM-Filterpapiers in TE-Puffer in das kleinere Gefd3 iiberfithrt und in der
Eppendorf-Zentrifuge (Biofuge 15, Heraeus Sepatech) kurz angeschleudert. Die dabei in das
grofe Gefall gelaufene Fliissigkeit wurde entfernt, das Papierkissen im kleinen Gefid3 mit einer
Pipettenspitze etwas angedriickt und die Gefddublette fiir 3' bei 13.000 upm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Restfliissigkeit aus dem grofen GefiB3 erneut entfernt und das
ausgeschnittene Gelstiick in das kleine Gefid3 iiberfithrt. Durch Sminiitige Zentrifugation der
Dublette bei 13.000 upm und Raumtemperatur wurde die DNA-haltige fliissige Phase aus dem
Gelstiick durch das Papierkissen weitgehend in das untere Gefal geschleudert. Zum Nachspiilen
wurden 50 uL TE-Puffer auf das Kissen gegeben und erneut 5' zentrifugiert. Die vereinigten

Eluate wurden bei Bedarf vor der weiteren Verwendung nach 2.4.6 gefillt.

2.4.10.2 Glasmilch-Methode
Bei dieser Methode macht man sich zunutze, daB DNA unter bestimmten Bedingungen
reversibel an Glaspartikel adsorbiert. In dieser Arbeit wurde hierfiir der kommerzielle Jetsorb-

Kit (Genomed) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.

2.4.11 Dephosphorylierung

Sollte in einen Vektor ligiert werden, der durch Verdauung mit nur einem Restriktionsenzym
linearisiert worden war, mufiten die 5'-Enden der Vektor-DNA dephosphoryliert werden, um
eine Religation des Vektors zu vermeiden. Die Dephosphorylierung erfolgte in TE, OPA-Puffer
(Pharmacia) oder NEB-Puffer 2, 3 oder 4 (New England Biolabs); dementsprechend wurde
entweder der Restriktionsansatz direkt nach Deaktivierung der Endonukleasen durch Erhitzen
oder aus dem Gel aufgereinigte DNA verwendet. Die DNA-Losung wurde mit 0,1 U alkalischer
Kilberdarm-Phosphatase (CIAP, Stratagene) und 10% [v/v] CIAP-Additiv versetzt und
mindestens 30' bei 37°C inkubiert. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion oder Gelaufreinigung
konnte das so vorbereitete Plasmid in eine Ligation (2.4.13) oder in weitere (2.4.8)

Restriktionsverdauungen eingesetzt werden.
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2.4.12 Generierung von glatten Enden

Fiir einige Ligationsschritte mufite — je nach zuvor verwendeten Restriktionsnukleasen — ein
tiberhdngendes in ein glattes DNA-Ende iiberfiihrt werden. Je nach erwiinschter Zielsequenz

standen 2 Verfahren zur Verfligung:

2.4.12.1 Auffiillen iiberhdngender 5 ‘-Enden mit Klenow-Polymerase

Zum Auffiillen iiberhdngender 5'-Enden wurde der Restriktionsansatz mit 1 uL 2 mM dNTP-
Mix (e 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 1 U DNA-Polymerase I (Klenow-
Fragment) versetzt und mindestens 30' bei 37°C inkubiert. Nach Gelaufreinigung des Ansatzes

(2.4.10) konnte die DNA in weitere Restriktions- und Ligationsschritte eingesetzt werden.

2.4.12.2 Abdauen iiberhingender 5 ‘-Enden mit Mungbohnen-Nuklease

Zum Abdauen iiberhidngender 5'-Enden wurde der Restriktionsansatz gefillt, in einem
speziellen Puffer fiir Mungbohnen-Nuklease (New England Biolabs) aufgenommen und nach
Start der Reaktion mit 5 — 10 U Mungbohnen-Nuklease 15 — 30" bei 25°C inkubiert; alternativ
konnte die Reaktion auch in NEB-Puffer 1, 2 oder 4 (New England Biolabs) mit 10% [v/v]
10 mM ZnSOy durchgefithrt werden. Nach Gelaufreinigung des Ansatzes (2.4.10) konnte die

DNA in weitere Restriktions- und Ligationsschritte eingesetzt werden.

2.4.13 Ligation

Ligation erfolgte mit T4-DNA-Ligase in Ansétzen von 10 — 50 pL. Generell wurde das Insert
in 5 — 10fachem (bei glatten Enden: 2fachem) molarem Uberschu3 gegeniiber der Vektor-DNA
eingesetzt. Als Puffer wurde der vom Hersteller (New England Biolabs) mitgelieferte T4-Ligase-
Puffer verwendet; pro Ligation wurden 400 U (entspricht 6 Weiss-Units fiir ATP-PP-Austausch)
Enzym eingesetzt. Nach Inkubation tiber Nacht bei 14 — 18°C wurde der Ligationsansatz gefallt

(2.4.6) und mittels Elektroporation (2.4.2.2) in E. coli transformiert.

24.14 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion [122] st ein Verfahren, das die enzymatische
Vervielfiltigung kleinster DNA-Mengen erlaubt. Dabei werden kurze, synthetische
Oligonukleotide, die den terminalen Bereichen der zu amplifizierenden Sequenz komplementér
sind, als Primer fiir die Polymerase verwendet. Diese Primer konnen bei Bedarf auch Mutationen
oder zusitzliche 5'-Sequenzen — etwa zusitzliche Restriktionsschnittstellen — enthalten. Die

Entwicklung thermostabiler DNA-Polymerasen — wie die hier verwendete Tag-Polymerase —
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erlaubte die Automatisierung des Prozesses. Die Amplifikation erfolgte i. d. R. in folgendem

Ansatz:

10 uL Taq-Puffer (Gibco)
10 uL 2 mM dNTP-Mix (je 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
10 uL Primer 1 (10 uM)
10 uL Primer 2 (fiir den Gegenstrang; ebenfalls 10 pM)
3 uL 50 mM MgCl,
1 ng Matritzen-DNA
0,5 puL 5 U/uL Tag-Polymerase
Aqua dest. ad 100 uL

Um zu verhindern, daf bei den hohen Denaturierungs- und Extensionstemperaturen aus dem
Ansatz Wasser verdunstet und sich am Deckel des Reagiergefiles sammelt, wurde das
Reaktionsgemisch mit einem Tropfen Mineralol iiberschichtet, bevor die Reaktion im
Thermocycler gestartet wurde. Fiir jedes Matritzen-Primer-Paar wurde i. d. R. zunichst die
optimale Reaktionstemperatur ermittelt, indem das folgende Standard-Programm mit

verschiedenen Annealing-Temperaturen 7, gefahren wurde:

Segment  Anz. Wdh. Dauer [s] Prozess

1 1 10 Aufheizen auf 90°C

290 Denaturierung bei 90°C
2 30-40 10 Aufheizen auf 90°C

80 Denaturierung bei 90°C

10 Abkiihlung auf 7,

110 Annealing bei T,

10 Autheizen auf 72°C

110 Strangverldngerung bei 72°C
3 1 10 Aufheizen auf 72°C

290 Strangverldngerung bei 72°C

Ergab sich ein unerwiinschter Hintergrund an Nebenprodukten, wurde entweder ein Hei3start
durchgefiihrt (d. h. die Tag-Polymerase erst beim Annealing-Prozess des 2. Segments
zugegeben) oder die ersten 10 Wiederholungen von Segment 2 bei einer etwas hoheren T,
gefahren. Da PCR ein sehr kontaminationsempfindliches Verfahren darstellt, wurde fiir jeden
Ansatz eine Negativkontrolle (d. h. ohne Zugabe von Matritzen-DNA) mitgefiihrt.
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2.4.15 Fusions-PCR

PCR kann auBler zur Amplifikation von

DNA auch zum Verschmelzen zweier sich —2»

iiber einen kurzen Bereich iiberlappender

Sequenzen eingesetzt werden — wie in dieser

Arbeit zum Austausch der N-Termini von v

C3aR und C5aR. Voraussetzung dafiir ist die

Generierung zweier iiberlappender PCR- 3 2.PCR
Fragmente mittels geeigneter Primer (s. Abb.

2.1). In einer zweiten PCR — der eigentlichen

Fusions-PCR - werden die beiden

Fragmente verschmolzen, wobei sie im
] o ] ] Abb. 2.1: Fusions-PCR. Schematische Darstellung
ersten Schritt gegenseitig als Primer fiir die
Zweitstrangsynthese fungieren. Durch die
zugegebenen Endprimer wird in den weiteren Zyklen das Fusionsprodukt amplifiziert.
Der Reaktionsansatz fiir die Fusion entsprach prinzipiell dem einer Standard-PCR, jedoch mit
dem Unterschied, daf statt Matritzen-DNA je ein pL des PCR-Ansatzes der Einzelfragment-

PCRs eingesetzt wurde.

2.4.16 Mutagenese mit dem QuickChange-Kit (Stratagene)

Punktmutationen wurden in dieser Arbeit unter Zuhilfenahme des QuickChange-Mutagenese-
Kits (Stratagene) eingefithrt. Dazu wurden, entsprechend Herstellerempfehlung, je zwei
komplementire Mutagenese-Primer synthetisiert und mit einem Plasmid, das die
Ausgangssequenz enthielt, in einige PCR-Zyklen mit der thermostabilen, fehlerkorrigierenden
Pfu-Polymerase eingesetzt. Im weiteren Verlauf der Prozedur macht man sich zunutze, daf3 die
Ausgangsplasmide aufgrund ihrer Priparation aus dam*-E. coli-Stimmen dam-methyliert sind,
die neu synthetisierten, die Mutation tragenden Stringe hingegen nicht. Mit der Restriktions-
Endonuklease Dpnl, deren tetramere Erkennungssequenz GATC statistisch alle 256 Nukleotide
vorkommt, werden gezielt die dam-methylierten Ausgangsstriange verdaut — der Reaktionsansatz
sollte anschlieBend nur noch mutierte (neu synthetisierte und daher nicht-methylierte) Plasmide
enthalten. Da Pfu keine Ligase-Aktivitit enthilt, weisen die neuen Stringe zwar jeweils einen
Einzelstrangbruch 5' des jeweiligen Primers auf, aber aufgrund der Komplementaritdt der
Primersequenzen liegen die Plasmide trotzdem doppelstringig-zirkulidr vor und kénnen mit der

CaCl,-Methode (2.4.2.1) direkt in E. coli XLL1-Blue transformiert werden.
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2.4.17 DNA-Sequenzierung

Die fiir PCR eingesetzte Taq-Polymerase besitzt keine Fehlerkorrekturaktivitét, und auch die
fehlerkorrigierende Pfu-Polymerase aus dem QuickChange-Kit weist lediglich eine stark
verringerte Fehlerrate auf. Da also nach PCR-Schritten die Anwesenheit unerwiinschter
Mutationen in den amplifizierten DNA-Abschnitten nicht ausgeschlossen werden kann, muf3ten
die entsprechenden Bereiche sequenziert werden. Dies geschah — sofern nicht ein kommerzielles
Sequenzierunternehmen (Larova oder MWG Biotech) herangezogen wurde — mittels des T7-
Sequencing-Kits der Firma Pharmacia, der auf der Methode des Kettenabbruchs durch
Didesoxynukleotide nach Sanger [123] beruht. Einen synthetischen Primer als Startpunkt
verwendend, wird hierbei die DNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 eingesetzt, um (durch
den Einbau von a-"S-dATP markierte) Zweitstringe zu synthetisieren, die durch den
gelegentlichen Einbau von Didesoxy-Nukleotiden an zufilligen Positionen abgebrochen werden.
Da pro Sequenzierung vier verschiedene Ansdtze mit jeweils nur einer Species an ddNTPs
bereitet werden, werden pro Ansatz verschiedene markierte DNA-Fragmente generiert, deren
Lingen den Positionen der entsprechenden Nukleotide relativ zum Primer entsprechen. Nach
paralleler Auftrennung aller vier Ansdtze in einem Polyacrylamidgel und Autoradiographie
ergibt sich aus der Bandenverteilung unmittelbar die gefragte Sequenz.

Die Sequenzierung wurde weitgehend entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
Zunichst wurden pro Sequenzierprimer 1 — 2 pug Plasmid-DNA in 50 pL Aqua dest. durch
Zugabe von 12,5 uL 2 M NaOH fiir 10' bei Raumtemperatur denaturiert; darauthin erfolgte eine
Ethanolféllung nach 2.4.6. Das getrocknete Pellet wurde in 10 pL. Aqua dest. aufgenommen, mit
2 uL des jeweiligen Primers (10 uM) und 2 pL. Annealing-Puffer (Pharmacia) versetzt und 20'
bei 37°C sowie 10' bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Markierung wurden 3,2 pL einer
Mischung aus 15 pL Label-Mix (Pharmacia) und 1 uL o-*>S-dATP (9,25 GBq/uL, Amersham)
sowie 2 upL einer 1,5 U/uL T7-DNA-Polymerase-Verdiinnung zugegeben und 5' bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Kettenabbruch wurde in 15"-Intervallen durch Verteilen des
Markierungsansatzes auf 4 Reagiergefile initiiert, in denen je 2,5 upL einer
Didesoxynucleosidtriphosphat-Losung (Pharmacia) vorgelegt waren. Nach weiteren 5' bei 37°C
wurde die Reaktion insgesamt durch Zugabe von je 4,5 uL Stopp-Losung (Pharmacia) —
wiederum in 15"-Intervallen — beendet.

Die so vorbereiteten Sequenzierproben wurden nach Sminiitigem Aufkochen zwecks
Denaturierung auf ein 6%iges Polyacrylamidgel aufgetragen, das wie folgt vorbereitet wurde:
60 mL Gel-Stammlosung wurden nach Zugabe von 20 uLL TEMED und 300 pL 10% [w/v] APS

zwischen zwei silanisierte (Repel-Silan, LKB), durch Abstandshalter auf 0,4 mm Distanz
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gehaltene und an drei Seiten abgeklebte Glasplatten (31 x 38,5 x 0,4 cm) gegossen. Nach der
Polymerisation wurde das Gel einer ca. Istiindigen Vorlaufphase bei 80 W unterzogen, bevor die
ersten 2,5 uL-Aliquots der Proben aufgetragen wurden. Nachdem beide Farbstoffe der Stopp-
Losung (Bromphenolblau und Xylencyanol) das Gel verlassen hatten, wurden auf weiteren
Spuren erneut 2,5 pL-Aliquots aufgetragen und bis zum Verlassen nur des ersten Farbstoffs
(Bromphenolblau) laufen gelassen. Durch die zweifache, zeitlich versetzte Probenaufgabe
konnte der volle Lingenbereich markierter Fragmente (ca. 20 bis 300 Bp) aufgetrennt und
ausgewertet werden.

Nach dem Gellauf wurden die Glasplatten getrennt und die Platte, auf der das Gel haften
geblieben war, fiir 20’ in ein Fixierbad aus 10% [v/v] Methanol und 10% [v/v] Essigsdure gelegt.
Nach Aufziehen des Gels auf einen Bogen Whatman 3MM-Filterpapier wurde das Gel unter
Vakuum bei 80°C ca. 60' getrocknet und durch Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak X-Omat Ar
35 x43) 1 — 3 Tage autoradiographiert.
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2.5 Biochemische Methoden

Zu Beginn der Arbeit wurden aus Blut aufgereinigtes C3a bzw. selbst rekombinant
hergestelltes Hisg-C4a bzw. C5a verwendet; im Verlauf der Arbeit wurde auf kommerziell
aufgereinigtes C3a (Advanced Research Technologies) bzw. kommerzielles rekombinantes C5a

(Sigma) gewechselt.

2.5.1 Gewinnung von C3a aus Blut (nach Dissertation T. Kretzschmar, 1992)

Diese Methode wurde nicht selbst durchgefiihrt und sei daher nur kurz skizziert. Von 8
SpenderInnen wurden je 20 mL Blut entnommen, dessen zellulidre Bestandteile abzentrifugiert
und im Plasma das Komplementsystem (unter Inaktivierung der Carboxypeptidase N) mit
Zymosan aktiviert. Nach einer halben Stunde bei 37°C wurde das Plasma mit HCl auf pH 5,0
eingestellt und bei 70°C einer 15miniitigen Hitze-Sédure-Féllung unterzogen. Nach
Abzentrifugation der ausgefallenen Proteine wurde der Uberstand einer lonenaustauscher-
Chromatographie iiber eine SSFF-Séule (Pharmacia) unterzogen; die Eluation erfolgte mittels
eines Salzgradienten von 0,15 — 1,5 M NaCl in 10 mM MES pH 6,2. Das Eluat wurde in 8 mL-
Fraktionen gesammelt und diejenigen Fraktionen, die sich im ARA (2.6.1) als positiv erwiesen,

vereinigt und einer FPLC-Reinigung nach 2.5.4 unterzogen.

2.5.2 Expression von rekombinantem His¢-C4a (nach Diplomarbeit A. Holzer 1996)

Die Expression und Ni-NTA-Agarose-Aufreinigung von Hise-C4a wurde nicht selbst
durchgefiihrt und wird daher nur kurz beschrieben. Mit einer 50 mL-Ubernachtkultur von pQE-
30/C4a-transfizierten E. coli SG13009 wurde 1 L LB beimpft. Unter Selektion mit 100 pug/mL
Ampicillin und 25 pg/mL Kanamycin wurden die Bakterien bis zu einer ODgg von 0,7 wachsen
gelassen. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von 2 mM IPTG
(Endkonzentration). Nach 2,5 h wurden die Zellen geerntet und durch leichtes Schiitteln in 6 M
Guanodiniumchlorid pH 8,0 lysiert; der Lyse-Puffer enthielt — wie auch die Saulenpuffer (s. u.) —
zusitzlich 0,1 M NaH,PO, und 0,01 M TRIS. Nach Abzentrifugieren der Zelltrimmer wurde das
Lysat auf eine 6 mL-Ni-NTA-Agarose-Sdule gegeben und nacheinander mit 8 M Harnstoff
pH 8,0 und pH 6,3 gespiilt. Die Eluation erfolgte sukzessive mit 8 M Harnstoff pH 5,9 und
pH 4,5 in 2,5 mL-Fraktionen. Nach Test im SDS-Gel mit Silberfirbung (2.5.7, 2.5.8) wurden
positive Fraktionen vereinigt und durch langsame (ca. 20 mL/h) Zugabe eines 50 mM TRIS-
Puffers pH 8,0 mit 0,05%¢ Tween 80 und Glutathion (2 mM reduzierte und 20 mM oxidierte
Form) renaturiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte tiber FPLC (2.5.4)
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2.5.3 Expression von rekombinantem C5a (nach [116])

Zu Beginn der Arbeit lag die Sequenz des humanen C5a bereits als Insert im
prokaryontischen Expressionsplasmid pKK233-2 (Pharmacia) vor (Plasmid pMEI10, 2.1.2). Die
Préparation erfolgte in der Regel im 8-Liter-MaBstab. Nach CaCl,-Transformation in E. coli
Y1089' wurden 4 x 100 mL LB/Amp mit je 4 Kolonien des Ubernacht-Ausstriches auf LB/Amp
beimpft und iiber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert. Am nichsten Tag wurde die
Bakteriensuspension auf 8 x 50 mL-Kunststoff-Rohrchen verteilt und bei 3.000 upm und
Raumtemperatur in der Minifuge RF (Heraeus Sepatech) sedimentiert. Die Pellets wurden in
50 mL M9CA resuspendiert und zum Beimpfen der 8 Hauptkulturen a 1 L MO9CA herangezogen.
Nach 1 h bei 37°C wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration)
induziert, und nach 2 — 3 weiteren Stunden wurden die Bakterien durch Zentrifugation (15' bei
7.500 x g und 4°C in der Beckman-Kiihlzentrifuge J2-21 im JA10-Rotor) geerntet. Das Pellet
wurde je Liter Hauptkultur in 20 mL 6 M Guanidiniumchlorid in 0,1 M K-Phosphatpuffer pH 7,6
resuspendiert, mit 140 pL 2-Mercaptoethanol versetzt und die Zellen eine Stunde bei
Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln lysiert. Das Lysat wurde in einen vorbereiteten
(einmal mit etwas Na,CO3;/EDTA und zweimal mit Aqua dest. aufgekochten) Dialyseschlauch
(SpectraPor R3, AusschluBgrole 3500 D) tiberfiihrt und tiber Nacht bei Raumtemperatur gegen
20 mM K-Phosphat pH 7,6 dialysiert. Am nichsten Tag wurde mindestens 2 h gegen frischen
Puffer dialysiert; ein letzter Dialyseschritt erfolgte mit 20 mM K-Phosphat pH 6,6 (ebenfalls
mindestens 2 h).

Nach Abzentrifugieren des dialysierten Lysats (30" bei 10.000 x g und 4°C in der Beckmann-
Kiihlzentrifuge J2-21; Rotor je nach Volumen) wurde der resultierende Uberstand einer
Ionenaustauscher-Chromatographie unterzogen. Dazu wurde eine mit etwas silanisierter
Glaswolle abgedichtete 10 mL-Einmal-Spritze ohne Kolben mit Schlauch und Klemme ca. 3 cm
hoch mit in 0,5 M NHy-Formiat pH 6,5 4quilibriertem SP Sephadex C-25 (Pharmacia) beladen
und mit 10 mL 0,1 M NHy-Formiat pH 6,5 gespiilt. Sodann wurde das Zellysat mit 1 M NHs-
Formiat pH 6,5 auf eine NH4-Formiat-Konzentration von 0,1 M eingestellte und auf die Siule
aufgetragen. Nach erneutem Spiilen mit 10 mL 0,1 M NH4-Formiat pH 6,5 erfolgte die Eluation
mit 10 mL 1 M NHs-Formiat pH 6,5; das Eluat wurde dann iiber FPLC nach 2.5.4 weiter
aufgereinigt. Die Lagerung der Saule erfolgte nach Spiilen mit 10 mL 0,1 M NHs-Formiat pH
6,5 + 0,005% Thiomersal.

' Der im Institut verwendete E. coli Y1089-Stamm schien das im Genotyp aufgefiihrte Plasmid pMC9 verloren zu
haben; Wachstum auf LB/Amp erfolgte jedenfalls nur nach Transformation mit einem Plasmid mit Ampicillin-
Resistenz.
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2.5.4 Aufreinigung von Anaphylatoxinen iiber FPLC

Die FPLC-Aufreinigung erfolgte nach Standard-Verfahren entweder iiber eine PepRPC-HR
10/10- oder iiber eine Ressource RPC 3 mL-Siule (jeweils Pharmacia), beide mit einem reversed
phase-Siulenmaterial. Die auf Raumtemperatur erwidrmten FPLC-Puffer A und B wurden direkt
vor ihrer Verwendung nochmals fiir ca. 15' mittels einer Vakuumpumpe entgast. Nach
Beschicken der Anlage mit den Puffern und Einbau und Aquilibrierung der Siule wurde die
sterilfiltrierte  Anaphylatoxin-Losung iiber eine 50 mL-Super-Probenschleife auf die Séule
aufgetragen. Nach kurzem Spiilen der Sdule mit Puffer A wurde die Pufferzusammensetzung
innerhalb von 2 — 3 Séulenvolumina auf 30% Puffer B erhoht. Nun erfolgte die Eluation der
Anaphylatoxine unter Auffangen von 1 mlL-Fraktionen in silikonisierten Halbmikro-
Reagiergefidlen, wihrend die Konzentration von Puffer B innerhalb von 36 — 48 mL auf 60%
erhoht wurde. Wihrend weiterer 2 — 3 Sdulenvolumina wurde der Gradient auf 100% Puffer B
erhoht, dort 15 mL belassen und schlieBlich auf Puffer A zuriickgefahren. Reinigung und
Lagerung von Séule und Anlage erfolgte nach Herstellerprotokoll.

Die aufgesammelten FPLC-Fraktionen wurden zum Entfernen des Acetonitrils und der
Trifluoressigsdure unter Vakuum (Speedvac-Concentrator, Savant) fast bis zur Trockne
eingeengt, mit 500 uL Aqua dest. versetzt und erneut fast bis zur Trockene eingeengt. Nach
Zugabe von 100 — 200 uL Aqua dest. wurden die einzelnen Fraktionen auf ihren Gehalt an C3a
bzw. C5a untersucht (2.5.5, 2.5.6, 2.5.7); funktionelle Charakterisierung erfolgte im ARA (2.6.1)
bzw. GARA (2.6.2).

2.5.5 Nachweis von C3a/C5a im Dot-Blot

Die einzelnen FPLC-Fraktionen aus 2.5.4 wurden immunologisch auf das Vorhandensein von
C3a bzw. C5a untersucht. Dazu wurde je 1 pL der Fraktionen zusammen mit einem Standard
(ca. 500 ng C3a/C5a) auf Cellulosenitrat-Folie (Protan, Schleicher & Schuell) aufgetupft und
getrocknet. Unspezifische Bindung wurde durch Inkubation in 5% Magermilchpulver
(Gliicksklee) in Ampli-Puffer fiir 1 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4°C abgesittigt.
Als Primérantikorper wurde der mAK 2898 fiir C3a (10 mg/L in 2% Ampli-Milch) bzw. 561 fiir
C5a (20 mg/L in 2% Ampli-Milch) verwendet; die Inkubation erfolgte auf dem Schwenker fiir
30" bei Raumtemperatur. Nach 3maligem Waschen mit Ampli-Puffer erfolgte die Inkubation mit
dem Sekundirantikorper, einem kommerziellen Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Maus-IgG-
Antikorper (Sigma) 1:1.000 in Ampli-Puffer. Die Entwicklung erfolgte mit Chloronaphtol
(Stammlosung 1:5 mit TBS verdiinnt und mit 0,08% [v/v] 30% H,0O, versetzt). Zum Abstoppen
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der Reaktion wurde die Entwickler-Losung abgegossen, mit Aqua dest. gespiilt und die

Membran getrocknet.

2.5.6 Proteinbestimmung nach Bradford [124]

Die zu bestimmende Proteinlosung wurde zu ca. 200 mg/L mit 0,9% NaCl [w/v] verdiinnt und
davon weitere Verdiinnungen in 1:2-Schritten angefertigt. Parallel wurde eine Verdiinnungsreihe
mit 25 — 200 mg/L BSA in 0,9% NaCl als Standard angesetzt. Je 20 uL der Proteinlosungen
wurden als Doppelwerte in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und mit je 200 uLL Bradford-
Gebrauchslosung (15% [v/v] Bradford-Stammlosung in Aqua dest.) versetzt. Sofort danach
erfolgte die Messung bei A = 450 und 620 nm im Mikrotiterplatten-Photometer Multiskan
MCC/340 MK II (Titertek).

2.5.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die aufgereinigten Anaphylatoxine wurden in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli [125] aufgetrennt und durch Silberfirbung (2.5.8) auf ihre
Reinheit untersucht. Verwendet wurden 15%ige Trenngele in einer Biometra-Minigel- Apparatur.
Dazu wurden pro Gel 10 mL SDS-Gellosung A, 5 mL Losung B, 5 mL Aqua dest., 200 uL
Losung C, 10 uL TEMED und 90 pL 10% [w/v] APS vermischt, zwischen die vorbereiteten
Glasplatten (1 mm Abstand) gegossen und mit 1-Butanol iiberschichtet. Nach Polymerisation
wurde das 1-Butanol mit Aqua dest. ausgewaschen, die Geloberflaiche mit Filterpapier
getrocknet, das Sammelgel (2 mL SDS-Sammelgellosung, 2 uL. TEMED, 20 uL 10% [w/V]
APS) auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm appliziert. Sobald auch das Sammelgel
polymerisiert war, wurde der Kamm entfernt, das Gel in die Kammer eingebaut, die Kammer mit
SDS-Laufpuffer beschickt und je 2 — 20 puL der Proben (ca. 10 bis 500 ng Protein 5' in 3 x
AufschluBBpuffer aufgekocht) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V (Sammelgel)
bzw. 200 V (Trenngel), bis der Farbstoff des AufschluBpuffers (Bromphenolblau) bis ca. 1 cm

vor das Ende des Gels gelaufen war.

2.5.8 Silberfarbung von SDS-Gelen

Direkt nach der Elektrophorese wurden SDS-Polyacrylamid-Gele ca. 1 h in einer Fixierlosung
(50 mL Stopplosung, s. u., + 25 pL. 37% Formaldehyd) fixiert. Sodann erfolgten drei 20miniitige
Inkubationen in 50% [v/v] Ethanol. Nach 1-miniitiger Behandlung des Gels mit 0,2 g/LL Na,S,03
wurde das Gel 3mal mit Aqua dest. gewaschen. Nun erfolgte eine Inkubation in 50 mL 0,2%
[w/v] AgNOs3; mit 37,5 uL 37% Formaldehyd iiber 20'. Nach erneutem 2maligen Waschen mit
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Aqua dest. wurde das Gel mit 50 mL einer 6%igen Na,COs;-Losung mit 25 pL 37%
Formaldehyd und 2 mL 0,2 g/LL Na,S,03 entwickelt. Abstoppen der Entwicklung erfolgte durch
2maliges Waschen mit Aqua dest. und 10miniitiger Inkubation mit Stopplosung (50% [v/v]
Methanol und 12% [v/v] Essigsidure). Nach je halbstiindigem Trédnken in 50% [v/v] Methanol,
30% [v/v] Methanol und 3% [v/v] Glycerin konnte das Gel auf Whatman 3MM-Filterpapier

aufgezogen und fiir 2 h bei 80°C im Vakuum getrocknet werden.

2.5.9 Markierung von C3a/C5a mit 1251 (nach Dissertation T. Kretzschmar, 1992)

Zu Beginn der Arbeit wurde selbst markiertes C3a und C5a verwendet; dieses wurde spéter
durch kommerziell erhiltliche Radioliganden ersetzt (DuPont-NEN).

Fir die Iodierung wurden 500 pL-Reagiergefi3e mit je 100 uL 40 mg/L Iodo-Gen (Sigma) in
wasserfreiem Dichlormethan beschickt und das Losungsmittel im Vakuum (SpeedVac
Concentrator, Savant) abgedampft. Sodann wurden 10 pL C3a (0,5 g/L) bzw. C5a (1 g/L) mit
40 uL 500 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,5 vorgelegt und die Iodierungsreaktion durch Zugabe
von 37 MBq Na'*I gestartet. Nach 7 bzw. 5 Minuten wurde der Reaktionsansatz auf eine mit
PBS + 0,2% [w/v] BSA dquilibrierte Gelfiltrations-Sédule (PD-10, Pharmacia) gegeben und

Fraktionen 2 ca. 1 mL gesammelt, um das nicht eingebaute I’

vom markierten Anaphylatoxin
abzutrennen. Die spezifische Aktivitit der C3a- bzw- C5a-Fraktionen wurde als Quotient aus
eingebauter Radioaktivitdt zu biologischer Aktivitit im ARA (2.6.1) angegeben und betrug

i.d.R.ca. 1,5-4,5-10" Bg/mol.

43



2. Materialien und Methoden

2.6 Zell- und Immunbiologische Methoden

2.6.1 ATP-Freisetzungstest mit Meerschweinchen-Thrombozyten (ARA) nach [126]

Dieser Test wurde nicht selbst durchgefiihrt, sei hier aber trotzdem kurz beschrieben.
Zunichst wurde einem durch CO, getdtetem Meerschweinchen (Cavia porcellus C2BB/R™)
durch Herzpunktion Blut entnommen und die Gerinnung mit Citrat (Komplexierung des
Calciums) inhibiert. Durch vorsichtiges Zentrifugieren wurden zunédchst Erythrozyten und
Leukozyten abgetrennt, wobei plittchenreiches Plasma als Uberstand verblieb. Die
Thrombozyten wurden einmal gewaschen und in einem Ca’*-freien Puffer zu einer ODs75 von
1,3 aufgenommen.

Die Messung selbst erfolgte in einem BioLumat LB 9505 C (Berthold). Stimulus (C3a oder
C5a) wurde in einem Ca®*-haltigen Puffer vorgelegt, die ATP-Freisetzung durch Zugabe eines
Aliquots der Thrombozyten initiiert und die freigesetzte ATP-Menge durch die verzogerte

Zugabe von Lumit (kommerzielles Reagens auf Luziferin/Luziferase-Basis, Lumac) bestimmit.

2.6.2 Glucosaminidase-Freisetzungstest (GARA)

C5a-Priparationen wurden im B-Glucosaminidase-Freisetzungstest auf biologische Aktivitit
untersucht. Drei Tage vor der Durchfiihrung eines solchen Tests wurden U937-Zellen zu einer
Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro mL Medium angeimpft. Sodann wurden sie mit 0,5 mM
Bt,cAMP in Richtung des makrophagenéihnlichen Phénotyps differenziert.

Der Test selbst beruht auf einem Protokoll aus [127], wurde jedoch auf die Durchfiihrung in
96-Loch-Mikrotiterplatten ~ abgestimmt. Dazu  wurden in  einer  Mikrotiterplatte
Verdiinnungsreihen der C5a-Priparation in HAG-CM (jeweils 30 uL; 4fach-Werte) gegen eine
bereits getestete C5a-Charge oder kduflich erworbenes rekombinantes CS5a (Sigma) vorgelegt;
als Kontrolle des folgenden Enzymtests wurden Locher mit 30 uLL 1% Triton X-100 in HAG-CM
fiir die Totallyse der Zellen vorbereitet. Zudem wurden pro Loch 10 uL 2 mg/L Cytochalasin B
(1:5-Verdiinnung einer 10 mg/L-Stammlosung in DMSO mit HAG-CM) zupipettiert. Im
Brutschrank wurde die so vorbereitete Platte auf 37°C vorgewdrmt.

Die differenzierten U937-Zellen wurden bei 1.200 upm und Raumtemperatur in der Biofuge
RF (Heraeus Sepatech) sedimentiert und zu 2 x 10° Zellen/mL in vorgewirmtem HAG-CM
aufgenommen. Wihrend einer 15miniitigen Inkubation bei 37°C wurde eine zweite
Mikrotiterplatte pro Loch mit 100 uL Substratlosung fiir den Enzymtest (8§ mM p-Nitrophenyl-
N-acetyl-p-glucosaminid in 40 mM Na-Acetat pH 4,5) beschickt und der Mikrotiterplatten-Rotor
auf 4°C vorgekiihlt. Nach der Inkubation wurden rasch je 75 pL der Zellsuspension in die
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Locher der Platte mit den Verdiinnungsreihen pipettiert, die Platte fiir 2 — 3" zuriick in den
Brutschrank gestellt und danach im Plattenrotor bei 2.000 upm fiir 2' zentrifugiert. Vom
Zelliiberstand wurden je 75 pL in die Locher der Platte mit dem Enzymsubstrat pipettiert und
diese Platte dann fiir 30 — 60" bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von je 75 pL
0,4 M Glycin-NaOH-Puffer pH 10,4 wurde das von der freigesetzten PB-Glucosaminidase
umgesetzte Substrat in eine gelbe Verbindung tiberfiihrt, deren Konzentration photometrisch bei
A =405 nm bestimmt wurde. Die Auswertung der Daten (Bestimmung der Dosis halbmaximaler
Freisetzung, EDs) erfolgte durch iterative Kurvenanpassung mit einer logistischen 4-Parameter-

Gleichung unter Verwendung der Mathematik-Software Sigma-Plot 1.03 (Jandel Scientific).

2.6.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Die transiente Transfektion von HEK293-Zellen mit Lipofectamin (einem kationischen
Tensid von Gibco) erfolgte weitgehend nach Herstellerangaben. HEK293-Zellen wurden einen
Tag vor der Transfektion in Kulturflaschen oder —schalen so dicht ausgesit, dal die Zellen sich
untereinander beriihrten, aber noch keinen geschlossenen Rasen bildeten (ca. 5 x 10° Zellen pro
75 cm’-Flasche). Am nichsten Morgen wurde die zu transformierende Plasmid-DNA mit
Optimem-Medium (Gibco) zu 10 mg/L Endkonzentration verdiinnt (kleine Flasche: 2 ug;
mittlere Flasche: 6 nug; grole Flasche: 12 ug; Kulturschale: 4 pg), zum gleichen Volumen einer
1:16,7-Verdiinnung von Lipofectamin in Optimem pipettiert und 30" bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen vom Vortag 2 x mit PBS gewaschen und
schlieBlich mit dem DNA-Lipofectamin-Gemisch, aufgenommen im ca. 15fachen Volumen
Optimem, {iiberschichtet. Nach Sstiindiger Inkubation bei 37°C unter 5% CO, wurde die
Transfektion mit dem gleichen Volumen Nut-Mix F12 (Gibco) mit 20% FCS gestoppt. Zwei bis

drei Tage spiter konnten mit den Zellen weitere Versuche durchgefiihrt werden.

2.6.4 FACS-Analysen zur Kontrolle der Oberfléichenexpression

Zur Untersuchung der Oberflachenexpression transfizierter C3aR/C5aR-Chimiren wurden 4
verschiedene Antikorper herangezogen: der in der Arbeitsgruppe generierte monoklonale Maus-
IgG1-Antikorper 8H1 (gegen die 2. EL des C3aRs [128]), der monoklonale Maus-IgG1-
Antikorper W17/1 von O. Gotze, Gottingen (gegen den N-Terminus des C5aRs [96]), sowie die
beiden kommerziellen Anti-Flag- Antikorper M2 und M5 (IBI).

Transfizierte HEK293-Zellen wurden mit PBS + 1 mM EDTA von der Kulturflasche abgelost
und 15' bei 1.200 upm und 4°C in der Biofuge RF (Heraeus Sepatech) abzentrifugiert. Das Pellet

wurde zu mindestens 2 x 10° Zellen pro mL in PBS + 0,5% [w/v] BSA aufgenommen und in
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25 pL-Aliquots auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte verteilt. Zu jedem Inkubationsansatz wurden
25 pL des entsprechenden Antikorpers in PBS + BSA gegeben (8HI1: 20 pg/mL; W17/1:
10 pg/mL; M2 und M5: 40 pg/mL) und eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Sodann wurden die
Zellen im Plattenrotor 1' bei 2.000 upm und 4°C abzentrifugiert und 2 x mit je 150 pL kaltem
PBS + BSA gewaschen. Als Sekundirantikorper wurde FITC-markiertes Ziege-anti-Maus-1gG1-
Serum verwendet (Pharmingen, 1:20 in PBS + BSA), in welchem die Zellen zu je 25 pL
aufgenommen und eine halbe Stunde auf Eis im Dunkeln inkubiert wurden. Nach erneutem
2maligen Waschen in PBS + BSA wurden die Zellen in 150 — 200 pL PBS + BSA aufgenommen
und in einem Becton-Dickinson FACScan bei einer Anregungswellenlidnge von A = 488 nm

und einem Emissionsfenster von Aey, = 515 — 545 nm untersucht. Die Auswertung der Daten

erfolgte mit Hilfe der WinMDI-Software Vers. 2.6.

2.6.5 Schnelltest auf '*I-C3a Bindung in Kulturschalen

Pools der cDNA-Bibliothek (s. 2.1.4) wurden nach Transfektion in HEK293-Zellen auf ihre
Fihigkeit getestet, eine erhohte '*I-C3a-Bindung zu vermitteln. Da '*I-C3a die Eigenschaft hat,
unspezifisch an Plastikmaterialien zu adhérieren, wurden die fiir diesen Test verwendeten
Kulturschalen (Greiner) vor Aussat der HEK293-Zellen fiir 1 h bei 37°C mit 1% [w/V]
Protaminsulfat in PBS inkubiert, wodurch die unspezifische Bindung auf ca. % reduziert werden
konnte. Nach Spiilen der Schalen mit PBS, Aussat der Zellen, Transfektion am folgenden Tag
und anschlieBender dreitdgiger Inkubation wurde schlieBlich das Medium mit einer Pipette
entfernt und die Zellen 2mal mit ca. 5 mL HAG-CM gewaschen. Sodann erfolgte eine
halbstiindige Inkubation mit ca. 20.000 Bq '*I-C3a in 5 mL HAG-CM bei 37°C. Danach wurde
das Medium mit dem markierten Liganden abgezogen und die Zellen 4mal mit kaltem HAG-CM
gewaschen und anschlieBend mit 2 x 4 mL einer 3:1-Mischung aus PBS + 1 mM EDTA und
kommerzieller Trypsin-EDTA-Losung (Gibco) abgelost. Die Zellsuspension wurde in
Plastikrohrchen iiberfiihrt und die '*°I-Aktivitit im v-Counter (Cobra II AutoGamma, Canberra-

Packard) bestimmit.

2.6.6 Kompetitive Bindungsstudien

Die Bestimmung der Affinitit von C3a, C4a und CS5a zu ihren Rezeptoren bzw.
Rezeptorchimiren erfolgte in kompetitiven Bindungsstudien, d. h. der Verfolgung des Verlaufs
gebundener Aktivititsmenge, wenn die eingesetzte konstante kleine Menge des Radioliganden
durch steigende Mengen an nicht-markiertem Liganden aus der Bindung verdringt wird. Die

Saccharose-Kissen-Methode nach 2.6.6.1 wurde dabei eher fiir kleine Probenmengen — oft nur
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Zwei-Punkt-Bindungsstudien — eingesetzt, wohingegen die teurere MultiScreen-Methode
(2.6.6.2) fiir groBen Probendurchsatz geeigneter war. Fiir beide Methoden wurden jedoch
Verdiinnungsreihen der entsprechenden Anaphylatoxine in HAG-CM vorbereitet (maximal
5 uM, dann absteigend in 1:2-Verdiinnungsschritten). Aufgrund der weiteren Verdiinnung im
Test ergaben sich dann die Endkonzentrationen zu einem Fiinftel der eingesetzten

Anaphylatoxin-Konzentration.

2.6.6.1  Bindungsstudien mit Saccharose-Kissen

Pro Punkt (mindestens Doppelwerte) wurden in einem Halbmikro-Reagiergefd3 je 30 uL
Anaphylatoxin-Verdiinnung (bzw. HAG-CM als Negativkontrolle) mit 30 pL. Radioligand (pro
Punkt 500 Bq (30.000 cpm) '*I-C3a bzw. 330 Bq (20.000 cpm) '*I-C5a) vorgelegt. Die mit
PBS + 1 mM EDTA abgelosten Zellen wurden abzentrifugiert (15' bei 1.200 upm und
Raumtemperatur in der Biofuge RF (Heraeus Sepatech)) und zu 10’ Zellen pro mL in HAG-CM
aufgenommen. Zu jedem Ansatz wurden 90 uL Zellsuspension gegeben und eine halbe Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden — nach Resuspendierung — von jedem Ansatz 3 x
45 pL abgenommen und auf die vorbereiteten Saccharose-Kissen (200 pL. HAG-CM mit 10%
[w/v] Saccharose in 0,4 mL-Mikrozentrifugenrohrchen) pipettiert. Nach 10miniitiger
Zentrifugation bei 13.000 upm im 1397-Rotor in der Eppendorf-Kiihlzentrifuge (Biofuge RS 17,
Heraeus Sepatech) wurde der untere, das Zellpellet enthaltende Teil des Rohrchens mit einem
Skalpell abgeschnitten und in ein Plastikrohrchen iiberfiihrt. Die an das Pellet gebundene

Aktivitdt wurde sodann im y-Counter (Cobra II AutoGamme, Canberra-Packard) bestimmt.

2.6.6.2  Bindungsstudien mit dem MultiScreen-System (Milipore)

Pro Punkt (mindestens Dreifach-, meist Vierfachwerte) wurden in eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte je Loch 10 pL  Anaphylatoxin-Verdiinnung (bzw. HAG-CM als
Negativkontrolle) mit 10 uL Radioligand (pro Punkt 330 Bq (20.000 cpm) '*’I-C3a bzw. '*I-
C5a) vorgelegt. Die mit PBS + 1 mM EDTA abgelosten Zellen wurden abzentrifugiert (15' bei
1.200 upm und Raumtemperatur in der Biofuge RF (Heraeus Sepatech)) und zu 5 x 10° — 1 x 10’
Zellen pro mL in HAG-CM aufgenommen. Zu jedem der vorbereiteten Ansidtze wurden 30 pL
Zellsuspension gegeben und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden mit einer Mehrkanalpipette je 40 pL durch eine mit 50 pL. HAG-CM pro Loch
angefeuchtete MultiScreen-Platte mit 0,45 pm Durapore-Membran (Milipore) filtriert. Das
Zellpellet wurde noch 2mal mit je 100 pL. HAG-CM gewaschen und die Platte unter einer
Infrarotlampe getrocknet. Die Bestimmung der zellgebundenen Aktivitét erfolgte entweder durch

Ausstanzen der Filtermembranen, Uberfithrung in Plastikrohrchen und Messung im y-Counter
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(Cobra II AutoGamma, Canberra-Packard) oder im TopCount-B-Counter (Canberra-Packard)
unter Verwendung der entsprechenden MultiScreen-Adapter und nach Zugabe von 50 pL

MicroScint-0 pro Loch.

2.6.7 Ca*'-Freisetzungstest

Zur Bestimmung der Fahigkeit von C3aR/C5aR-Chimiren, Signaltransduktion auszuldsen,
wurde die Mobilisierung intrazelluldren Calciums in einem fluorometrischen Test gemessen. Da
dieser Test nicht in unserer Gruppe, sondern bei Robert S. Ames, SmithKline Beecham, King of
Prussia, durchgefiihrt wurde, hier nur eine kurze Beschreibung des Procedere.

Die jeweilige Rezeptorchimidre wurde unter Verwendung von Lipofectamin Plus (Gibco)
zusammen mit einer cDNA fiir Go-16 in HEK293-Zellen transfiziert und nach 24 h in eine
schwarze 96-Loch-Zellkulturplatte tiberfiihrt. Nach einer weiteren Inkubation iiber 18 — 24 h
wurden die Zellen fiir 1 h bei 37°C mit dem Ca**-abhiingigen Fluoreszenzfarbstoff Fluo 3AM
beladen und dann 3 x gewaschen. Parallel wurden in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte
Anaphylatoxin-Verdiinnungsreihen mit der jeweils dreifachen Endkonzentration vorbereitet. Im
FLIPR (fluorometric imaging plate reader, Molecular Devices) wurden diese Verdiinnungen
automatisch zu den vorbereiteten Zellen gegeben und der Verlauf der Fluoreszenz in allen 96
Proben gleichzeitig registriert. Als Positivkontrolle und zur internen Eichung wurde sodann in
allen Lochern die intrazellulire Ca**-Freisetzung nach Stimulation der Zellen mit Histamin

registriert. Die Auswertung erfolgte mit der Standard-FLIPR-Software.
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2.7 Software

271 Programme

Diese Arbeit wurde auf Word 97 unter Windows 98 (beides Microsoft) erstellt.
Tabellenberechnungen wurden mit Excel 97 (Microsoft), Kurvenanpassungen mit SigmaPlot for
Windows 1.02 (Jandel Scientific) oder GraphPad 2.0 (Prism) durchgefiihrt. Die Berechnung von
Dissoziationskonstanten erfolgte mit dem Radlig-Modul des Software-Pakets Ligand 4.0 [129],
die Auswertung von FACS-Daten mit WinMDI 2.6 von J. Trotter. Sequenzanalysen wurden z. T.
mit der PC-Gene-Software (Release 4.01), z. T. mit Hilfe unten genannter Internet-Ressourcen
durchgefiihrt. Schematische Graphiken wurden mit PowerPoint 97 (Microsoft) erstellt.

Plasmidkarten wurden mit dem selbst geschriebenen Programm VecView 1.3 gezeichnet.

2.7.2 Internet-Ressourcen

Folgende Internet-Ressourcen kamen im Verlauf dieser Arbeit zum Einsatz:

URL Institution

http://swift.embl-heidelberg.de/7tm  Die G-Protein Coupled Receptor Database des EMBL. Zugriff auf
Sequenzgegeniiberstellungen und Hydrophobizititsdiagramme

http://www.ebi.ac.uk Das European Bioinformatics Institute des EMBL. Zugriff auf die
EMBL-Sequenzdatenbank sowie die Erstellung von
Sequenzgegeniiberstellungen mittels CLUSTALW 1.74

http://www.expasy.ch Der ExPaSy-Server des Schweizer Instituts fiir Bioinformatik mit
Zugang zur SwissProt-Datenbank

http://www3.ncbi.nlm.nih.gov Das National Center for Biotechnology Information der National
Library of Medicin / National Institutes of Health. Zugriff auf
GenBank, die Medline-Literatur-Datenbank sowie das
Informationssystem Entrez
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3.1 Klonierung des humanen C3a-Rezeptors

Ahnlich wie bei C5aR [83] und fMLPR [130], sollte auch fiir den humanen C3aR eine cDNA
mittels eines Expressionsklonierungsverfahrens isoliert werden. Dazu sollte eine cDNA-
Bibliothek aus Bt,cAMP-differenzierten U937-Zellen — die nachweislich den C3aR exprimieren
[33] — poolweise in HEK293-Zellen transfiziert werden. Pools, die tatsichlich eine C3aR-cDNA
enthielten, sollten sich dann durch eine erhohte Fihigkeit der transfizierten Zellen, 1251,
markiertes C3a zu binden, bemerkbar machen. Solche positiven Pools sollten durch erneute
Transfektion in E. coli, Ausstreichen auf Agarplatten mit geringerer Koloniedichte,
Abschwemmen der Kolonien und Plasmidpridparation in mehrere Unterpools geringeren
Umfangs aufgeteilt werden, die dann ihrerseits wieder in HEK293-Zellen transfiziert werden

wiirden. Nach mehreren solcher Screeningrunden sollte die Poolgrofle so weit reduziert sein, daf3

die fiir die '*’I-C3a-Bindung verantwortlichen cDNAs nunmehr als einzelne Klone vorliegen.

3.1.1 Voraussetzungen fiir das Screening

Vor Beginn der Klonierung des C3a-Rezeptors mufiten einige methodische Voraussetzungen
geschaffen werden. Die hierfiir notigen Untersuchungen waren in der Arbeitsgruppe zu Beginn
der Arbeit — weitgehend von U. Raffetseder — bereits durchgefiihrt worden. Im einzelnen galt es,

folgende Probleme zu 16sen:

3.1.1.1  Erstellung einer geeigneten cDNA-Bibliothek

Eine cDNA-Bibliothek war aus groBenselektionierter mRNA (> 1 kB) aus Bt,cAMP-
differenzierten U937-Zellen im eukaryontischen Expressionsvektor pCDMS erstellt worden.
90% der Klone der Bibliothek enthielten ein Insert, wobei die durchschnittlichen Lénge ca.
1,5 kBp betrug. Die Anzahl der eingesetzten Klone — ca. 40.000 — orientierte sich an den
Erfahrungen, die bei der Klonierung des humanen C5aRs gemacht wurden [83]. Boulay et al.
isolierten aus einer &dhnlichen Bibliothek aus Bt,cAMP-differenzierten HL-60-Zellen drei
potentielle C5aR-Klone. Da der C3aR auf Bt,cAMP-differenzierten U937-Zellen mit 67.000 +
23.000 Rezeptoren/Zelle [33] &dhnlich hoch exprimiert wird wie der C5aR auf Bt,cAMP-
differenzierten HL-60-Zellen (ca. 50.000 Rezeptoren/Zelle), schien die Menge der Klone
ausreichend, um mindestens einen C3aR-Klon zu beherbergen.

Die PoolgroBe von ca. 800 Klonen pro Pool bewegte sich ebenfalls im Rahmen dessen, was

bei der Klonierung des C5a-Rezeptors eingesetzt wurde (700 Klone pro Pool). Ermittelt wurde
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dieser Wert aus Vorversuchen, bei denen ein C5aR-Klon in pCDMS8 mit verschiedenen Mengen
leeren Vektors verdiinnt und in das unter 3.1.1.2 beschriebene Expressionssystem eingesetzt
wurde. Bel einem Mengenverhiltnis von 1:800 konnte der C5aR noch deutlich durch erhthte
Bindung von '*I-C5a an die transfizierten Zellen nachgewiesen werden (noch ca. 20% der bei

Transfektion mit unverdiinntem C5aR-Plasmid gebundenen Tracermenge).

3.1.1.2  Etablierung eines geeigneten Expressionssystems

Positive ¢cDNA-Pools — also solche, die eine C3aR-cDNA enthielten — sollten durch ihre
Fihigkeit identifiziert werden, eine erhohte '*I-C3a-Bindung an transfizierte Zellen vermitteln
zu konnen. Als problematisch erwies sich dabei die Tendenz des '*’I-markierten C3a,
unspezifisch an alle moglichen Oberflichen — Kulturschalen und Zellen — zu binden.
Gliicklicherweise konnte dieser unspezifische Hintergrund durch die im folgenden beschriebenen
MaBnahmen auf ein akzeptables Niveau reduziert werden.

Klassische Zellinien fiir pCDMS-basierte Expressionsverfahren sind die Affennieren-
Zellinien COS-M6 und COS-M7 [Dissertation T. Kretzschmar, 1992] sowie die Maus-
Fibroblastenliniec WOP. Da diese in Vorversuchen jedoch eine hohe '*I-C3a-
Hintergrundbindung aufwiesen, wurde auch die Verwendung der humanen embryonalen
Nierenzellinie HEK293 in Betracht gezogen. Diese stellt zwar ein homologes, da humanes
System dar, zeigt jedoch keinerlei spezifische '*’I-C3a-Bindung und scheint somit ihren
endogenen C3aR nicht zu exprimieren. Andererseits ist bekannt, dal diese Zellinie zumindest
den C5aR nach transienter Transfektion zu exprimieren vermag. AuBerdem wurde auf HEK293-
Zellen nur eine geringe unspezifische '*’I-C3a-Hintergrundbindung beobachtet, so daB die Wahl
tatsdchlich auf diese Zellinie fiel.

Weiterhin konnte die unspezifische Bindung von 'I-C3a an die Plastikoberfliche der
verwendeten Kulturschalen durch Vorbeschichtung mit Protaminsulfat (1% in PBS, 1 h, 37°C)
deutlich (auf ca. Y4) reduziert werden.

SchlieBlich muBite zur Etablierung des Expressionssystems noch ein geeignetes
Transfektionsverfahren gefunden werden. Dabei fiel die Wahl auf Lipofectamin als
Transfektionsreagenz, mit dem bei HEK293-Zellen — wie Kontrollversuche mit einem [3-
Galactosidase-Vektor gezeigt hatten — eine Transfektionsausbeute von ca. 80% erreicht werden
konnte.

Das Ergebnis dieser Versuche war der Schnelltest auf '*I-C3a-Bindung in der Kulturschale
nach 2.6.5: HEK293-Zellen wurden auf Protaminsulfat-beschichteten Kulturschalen ausgesit
und am folgenden Tag mittels Lipofektamin mit cDNA-Pools transfiziert (jeweils Doppelwerte).

Nach weiteren 3 Tagen wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen gewaschen und bei
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37°C eine halbe Stunde mit ca. 20.000 Bq '*I-C3a inkubiert. Danach wurde die ungebundene
Aktivitit im Uberstand abgenommen; die an die Zellen gebundene Aktivitit wurde nach

Ablosung der Zellen und Uberfiihrung in Plastikrohrchen gemessen.

3.1.2 Durchfiihrung des Screenings

Zu Beginn des Screenings wurden alle 48 Ausgangspools der cDNA-Bibliothek im
Schnelltest nach 2.6.5 in Gruppen zu 6 — 10 Pools auf ihre Fihigkeit untersucht, eine erhohte
'1.C3a-Bindung an HEK293-Zellen zu vermitteln; dabei wurde jeder Pool in mindestens zwei
unabhingigen Transfektionen jeweils als Doppelwert getestet. Insgesamt fielen 2 Pools durch

eine iiber den Schwankungsbereich des Hintergrundes erhohte '*’I-C3a-Bindung auf.

3.1.2.1  Pool 15

Als erstes fiel Pool 15 auf: Die durch ihn vermittelte '*’I-C3a-Bindung erschien bei genauer
Betrachtung in beiden Transfektionsansitzen etwas hoher zu liegen als die bei den Nachbarpools
gemessenen Aktivitdten, sofern extrem hohe Werte als Ausreiler angesehen wurden und
dementsprechend nicht in die Beurteilung miteinflossen (Abb. 3.1A und B). Durch
Elektroporation dieses Pools in E. coli TOPIOF, Ausstreichen auf LB/Amp-Platten,
Abschwemmen der Kolonien und Plasmidpréiparation wurde die Poolgrofle auf ca. 100 Klone
pro Pool reduziert. Von den 6 getesteten Unterpools erwiesen sich 15/2 und 15/7 als positiv, d. h.
sie vermittelten eine — inzwischen deutlich erhéhte — '*I-C3a-Bindung nach Transfektion in
HEK?293-Zellen (Abb. 3.1C). Nach erneuter Elektroporation von 15/7 und Ausstreichen wurden
ca. 800 Kolonien zu je 52 Kolonien geordnet auf LB/Amp-Platten einzeln isoliert; dabei wurde
von jeder dieser Masterplatten eine identische Kopie angefertigt, indem der jeweils zur
Isolierung verwendete Zahnstocher noch einmal in eine zweite Platte eingetaucht wurde. Von der
einen Serie dieser Masterplatten wurden die Kolonien erneut abgeschwemmt und die daraus
isolierten Plasmide in eine weitere Screeningrunde eingesetzt; dabei erwies sich der Pool 15/7/3"
als positiv (Abb. 3.1D). Von der Kopie der entsprechenden Masterplatte wurden alle Klone zur
Beimpfung von 5 mL-Ubernachtkulturen herangezogen und von je 6 oder 7 vereinigten
Ansidtzen Plasmidprédparationen angefertigt. Im folgenden Screening erwies sich der Pool
15/7/3/e als derjenige, welcher die '*’I-C3a-bindungsvermittelnde cDNA enthielt (Abb. 3.1E).
Einzeltests der Klone dieses Pools fiihrten schlieBlich zur Isolierung des Klons 15/7/3/29, der fiir
die beobachtete Bindung verantwortlich war. Wihrend der Isolierungsschritte fiel allerdings auf,

daBl dieser cDNA-Klon nicht — wie erwartet — mit zunehmender Anreicherung zu einer
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steigenden '*’I-C3a-Bindung fiihrte, sondern die Gesamtbindung bereits ab dem Niveau von 100

Klonen/Pool mehr oder weniger stagnierte.
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Abb. 3.1: Anreicherung des Klons 15/7/3/29. Dargestellt ist die jeweils gebundene Menge an '%51.C3a an
HEK293-Zellen nach Transfektion der angegebenen cDNA-Pools (Details s. 3.1.2.1). (+) und (-) bezeichnen die
jeweilige Positiv- und Negativkontrolle.
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3.1.2.2  Pool 43

Ein weiterer Pool, der bereits in der ersten Screeningrunde durch eine im Vergleich zu den
Nachbarpools fast doppelt so hohe '*’I-C3a-Bindung an HEK293-Zellen auffiel, war der Pool 43
(Abb. 3.2A). Nach einer Reduktion der Poolgroe auf ca. 130 Klone pro Pool durch
Elektroporation in E. coli TOP10F, Ausstreichen auf LB/Amp, Abschwemmen der Kolonien
und Plasmidpriparation stieg fiir den Pool 43/9' die im Schnelltest beobachtete '*’I-C3a-Bindung
bereits auf das Vierfache im Vergleich zu den Nachbarpools an (Abb. 3.2B). Wiederum wurden
zweil identische Serien von Masterplatten erzeugt, von denen die gepoolten Klone von jeweils
zwei Platten (2 x 52 = 104 Klone) in die ndchste Screeningrunde eingesetzt wurden. Pool 43/9/S
erwies sich dabei als derjenige Pool, der die fiir die erhohte '*I-C3a-Bindung verantwortliche
cDNA enthielt (Abb. 3.2C).

Bereits wihrend dieser Schritte fiel bei Routinekontrollen in der Agarose-Gelelektrophorese
auf, daB} sich mit jeder Screeningrunde ein unbekanntes kleines Plasmid von ca. 3 kBp Lénge in
den Pools anzureichern schien. So ist auch zu erkldaren, weshalb insgesamt ca. 3000 Klone (in
Pools a 104 Klonen) untersucht werden muf3ten, um einen positiven Pool zu finden — obwohl die
gesuchte cDNA in der vorhergehenden Screeningrunde bereits in einer Verdiinnung von nur
1:130 vorlag.

Um unter den 104 bis zu diesem Stadium isolierten Klonen den richtigen zu isolieren, wurden
daher alle Klone einzeln mittels des "Quickie"-Verfahrens gem. 2.4.3 zum schnellen Testen der
PlasmidgroBe untersucht. Klone, die das unbekannte 3-kBp-Plasmid zu enthalten schienen,
wurden im folgenden nicht weiter beriicksichtigt.

Die nunmehr isolierten 28 potentiellen cDNA-Klone wurden nun zur raschen Identifizierung

des '*I-C3a-bindungsvermittelnden Klons nach folgendem Raster gepoolt:

Pool a b c d e f
o 37/12 37/16 37/19 37/23 37/24 37/29 -
B 37/30 37/31 37/37 37/40 37/50 38/2 -
Y 38/5 38/6 38/7 38/8 38/9 38/12 +
b 38/20 38/22 38/25 38/29 38/30 38/37 -
€ 38/38 37/12" | 37/37 | 37/25' -

— — — — + —

Da sich die Pools 43/9/S/e und 43/9/S/y als positiv erwiesen, war der Klon 43/9/38/9 damit
eindeutig als '*I-C3a-bindungsvermittelnde cDNA identifiziert (Abb. 3.2D). Zudem konnte im
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Schnelltest gezeigt werden, daB die gegeniiber dem Hintergrund ca. 6fach erhohte '*I-C3a-
Bindung durch 500 nM unmarkiertes C3a verdridngt wird (Abb. 3.2E).
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Abb. 3.2: Anreicherung des Klons 43/9/38/9. Dargestellt ist die jeweils gebundene Menge an '%1.C3a (cpmp) an
HEK293-Zellen nach Transfektion der angegebenen cDNA-Pools (Details s. 3.1.2.2). In Schritt C wurde weniger
Aktivitét (10.000 Bq) pro Pool eingesetzt; der Klon 15/7/3/29 = OM wurde als Positivkontrolle (+) verwendet.
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3.1.3 Die isolierten cDNAs

3.1.3.1  Klon 15/7/3/29

Nach erfolgreicher Isolierung wurde der ca. 1,8 kBp lange cDNA-Klon 15/7/3/29 vom 5'-
Ende her partiell sequenziert und die erhaltene Sequenz mit der Datenbank des Software-Pakets
PC-Gene (Release 4.01) verglichen. Dabei zeigte sich, dal 15/7/3/29 ein offenes Leseraster
enthielt, daf sich — auf den ersten ca. 200 Bp — als praktisch identisch mit dem zur Interleukin-6-
Familie gehorenden Zytokin Onkostatin M (OM) erwies, dessen Transkript auch tatsdchlich ein
Linge von 1,8 kB hat [131].

Als mogliche Erkliarung fiir die durch die
OM-cDNA vermittelte '*I-C3a-Bindung an T
HEK293-Zellen bot sich die Hypothese an, dal3 il
OM nach Transfektion in HEK293-Zellen a 00T
autokrin die Expression des endogenen C3aR- §_3°°° I
Gens induzieren konnte. Um diese Hypothese 2000 | [fF
zu Uberpriifen, wurde Zellkulturiiberstand von 1000 |0 -
OM-transfizierten HEK293-Zellen nach drei 0 O,
Tagen sterilfiltriert und, 1:1 mit frischem S S
Medium gemischt, auf nicht-transfizierte Zellen 125032 125.C5a

gegeben; Zellkulturiiberstand von 0
Abb. 3.3: Induktion von '?I-Bindung nach Inkubation

pcDNA1/Amp-transfizierten Zellen dienten als  untransfizierter HEK293-Zellen mit Zellkulturiberstand
OM-transfizierter (+ OM) und Vektor-transfizierter (-

Negativkontrolle. Wie aus Abb. 3.3 hervorgeht, OM) HEK293-Zellen. 'Dargestellt ist die jeweils
gebundene Menge an “°I-C3a bzw. “’I-C5a.

zeigten die solchermaflen behandelte HEK293-

Zellen tatsichlich eine erhohte Fihigkeit zur '*I-C3a-, nicht aber '*’I-C5a-Bindung. Diese

Beobachtung wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiterverfolgt.

3.1.3.2  Klon 43/9/38/9 (pTC10)

Die Linge des cDNA-Klons 43/9/39/9 — im folgenden als pTC10 bezeichnet — wurde nach
Restriktionsanalysen auf ca. 4,3 kBp geschitzt. Kommerzielle Sequenzierung ergab als genaue
Linge des Inserts 4.276 Bp (Anhang 6.1). Dabei zeigte sich ein 1446 Bp langes offenes
Leseraster, das mit einem ATG in Pos. 68 beginnt und fiir ein Protein von 482 Aminoséduren und
einer berechneten Molekularmasse von 53.864 Da kodiert'. Potentielle N-Glykosylierungsstellen

fanden sich in den Positionen 9 und 194. Eine Hydrophobizitdtsanalyse nach [132] mit dem

! Zugriffsnummer fiir die EMBL-Nukleotid-Datenbank: Z73157
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Struktur des
C3aRs. Dargestellt sind die sieben mutmaBlichen
hydrophoben, transmembrandsen Helices sowie die beiden
potentiellen N-Glycosylierungsstellen (schwarze Kreise).
Aminosaurereste, die im C5aR konserviert sind, tragen eine
Schraffur von links unten nach rechts oben, solche, die im
fMLPR vorkommen eine Schraffur von links oben nach
rechts unten. Reste, die sowohl im C5aR als auch im fMLPR
vorkommen, sind dunkel dargestellt.

entsprechenden Modul der PC-Gene-
Software (Release 4.01) zeigte 7
hydrophobe Bereiche auf, die als
transmembrandse ~ Helices  gedeutet
werden konnen; damit wiirde sich das
von pTC10 kodierte Protein strukturell in
die Rhodopsin-Superfamilie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren
einreihen (Abb. 3.4).

Auffillig war eine ungewohnlich
groe 2. extrazellulire Schlaufe (EL)
zwischen den transmembrandsen
Regionen IV und V; mit ca. 175
Aminosduren Lidnge ist diese Domine
weit groer als alle bisher beschriebenen
2. ELs von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Auch konnten bis zur
Fertigstellung dieser Arbeit keinerlei
dazu homologe Sequenzen in der
SwissProt-Datenbank gefunden werden.

Abgesehen von der 2. EL wies pTCI0

jedoch hohe Sequenzhomologie sowohl zum humanen C5aR (36%) als auch zum fMLPR (32%)

auf; eine entsprechende Gegeniiberstellung ist in Anhang 6.3 dargestellt.

In Verbindung mit den im folgenden vorgestellten Daten scheint es gerechtfertigt, den cDNA-

Klon 43/9/38/9 = pTCI10 als einen humanen C3a-Rezeptor anzusprechen.

3.1.4 Charakterisierung des C3aRs

Zur Bestitigung, dafl es sich bei dem isolierten cDNA-Klon pTCI10 tatsdchlich um einen

humanen C3aR handelt, wurden einerseits Affinitdt und Spezifitdt der durch ihn vermittelten

'51.C3a-Bindung bestimmt und andererseits seine Fihigkeit untersucht, auf Stimulation mit C3a

funktional zu antworten.

3.1.4.1 Ligandenbindung

Zwei bis drei Tage nach Transfektion mit pTC10 wurden HEK293-Zellen kompetitiven

Bindungsstudien nach 2.6.6.2 unterzogen. Um auszuschliefen, dafl die mit proteinchemisch
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Abb. 3.5: Kompetitive Bindungsstudien mit pTC10-transfizierten HEK293-Zellen. Dargestellt ist die Verdrédngung
von '®°l-C3a durch unmarkiertes C3a (geflllte Kreise), das C3a-analoge synthetische Peptid P117 (gefilite
Quadrate) und das nicht-analoge Peptid P251 (geflllte Dreiecke). Mit Vektor transfizierte Zellen dienten als
Negativkontrolle (Verdrangung mit C3a; leere Kreise).

aufgereinigtem C3a beobachteten Effekte auf eventuelle Kontaminationen (z. B. mit C5a)
zuriickgehen, wurde das C3a-analoge synthetische Peptid P117 (N-Leu-Arg-Arg-Gln-Ala-Trp-
Arg-Ala-Ser-Ala-Leu-Gly-Leu-Ala- Arg-C) mitgefiihrt. Als Spezifitdtskontrolle wurde das nicht-
analoge (vom C5aR-N-Terminus abgeleitete) Peptid P251 (N-His-Tyr-Asp-Asp-Lys-Asp-Thr-
Leu-Asp-Leu-Gln-Asn-C) verwendet. Mit leerem Vektor pcDNA1/Amp transfizierte Zellen
dienten als Negativkontrolle. In Abb. 3.5 ist das Ergebnis einer typischen Studie dieser Art
dargestellt.

C3a vermochte den Radioliganden im niedrig-nanomolaren Bereich zu verdrdngen; P117
verdrangte im mikromolaren Bereich. Erwartungsgemill zeigte P251 keine Verdriangung,
wihrend die Vektor-transfizierten Zellen keine '*’I-C3a-Bindung aufwiesen. Eine genaue
Auswertung der Daten mittels des Radlig-Moduls des Software-Pakets Ligand 4.0 [129] ergab
fiir C3a eine Dissoziationskonstante Kp von (4,5 = 1,3) nM (n = 3) bei (1,4 - 10°+7 - 104)
Rezeptoren pro Zelle. Die mit den synthetischen Peptiden gewonnenen Beobachtungen zeigen

die Spezifitit dieser Bindung.
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Abb. 3.6: Signaltransduktion durch den C3aR. Dargestellt ist die 3H-IP3-Freisetzung nach Stimulusgabe in Go.-
16/pTC10-transfizierten CHO-Zellen.

3.1.4.2  Signaltransduktion

Als funktionelle Antwort des C3aRs wurde die C3a-induzierte IP;-Freisetzung gemessen. Die
Ergebnisse der von U. Raffetseder durchgefiihrten Funktionstests sind in Abb. 3.6
zusammengestellt; gemessen wurde die intrazellulire Freisetzung von “H-IP; in transient
transfizierten CHO-Zellen' nach Stimulusgabe. Es zeigte sich, daf pTCI0 alleine keine IP3-
Freisetzung vermitteln konnte — erst nach Cotransfektion mit der promiskuitiven G-Protein-
Untereinheit Go-16 konnte Signaltransduktion beobachtet werden. Diese Beobachtung bestétigte
die bereits aus der C3aR-Sequenz abgeleitete Zuordnung des C3aRs zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren.

Nach Komplementierung des Signalweges mit Go-16 vermochten sowohl C3a als auch das
synthetische =~ C3a-homologe-Peptid P117 in pTCI10-transfizierten CHO-Zellen eine

dosisabhingige *H-IPs-Freisetzung auszuldsen. Das nicht-verwandte Peptid P251 erwies sich als

' Der Wechsel der Zellinie von HEK293 zu CHO erfolgte, weil fiir letztere mit dem IP;-Freisetzungstest bereits ein
etabliertes Testsystem zur Verfiigung stand und die funktionelle Charakterisierung aufgrund der bereits als
"Orphan"-Rezeptor verdffentlichten Sequenz des C3aRs [153] unter einem gewissen Zeitdruck stattfand.
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unfihig zur Signaltransduktion, wodurch die Spezifitidt der beobachteten Effekte gezeigt werden

konnte.

3.1.5 C4aund der C3aR

Beobachtungen, die im Meerschweinchen-System gemacht wurden, deuteten darauf hin, daf3
C4a seine anaphylatoxischen Effekte moglicherweise iiber eine Aktivierung des C3aRs
vermittelt; die ungewoOhnliche 2. EL des C3aRs konnte dabei als Bindungsstelle fiir diesen
mutmaBlichen 2. Liganden fungieren. Die Frage, ob C4a tatsdchlich als das "dritte
Anaphylatoxin” neben C3a und C5a anzusehen ist, sollte daher durch Bindungs- und
Funktionstests mit rekombinantem C4a auf dem klonierten humanen C3aR (hsC3aR) geklrt
werden. Da jedoch verldBliche Daten iiber C4a-Wirkungen bisher nur vom Meerschweinchen
vorliegen, sollte auch der in der Arbeitsgruppe klonierte Meerschweinchen-C3aR (cpC3aR) [66]
in die Untersuchung mit einbezogen werden.

Bei den hohen, mikromolaren Konzentrationen, bei denen C4a seine Wirkungen im
Meerschweinchen-System entfaltet, konnten schon geringste Kontaminationen von C3a in einer
aus Blut aufgereinigten C4a-Charge die Ergebnisse verfilschen; daher wurde rekombinantes C4a
verwendet. Dabei kamen sowohl C4a mit C-terminalem Methionin als auch C4a mit C-
terminalem Hise-Tag [Diplomarbeit A. Holzer, 1996] zum Einsatz, die sich in Bindung und

Signaltransduktion jedoch praktisch identisch verhielten (Daten nicht gezeigt).

3.1.5.1 Ligandenbindung

Nach  transienter  Transfektion in .
HEK293-Zellen wurden sowohl der humane =
C3aR (pTCCO: FLAG-C3aR mit C5aR-5'"- 40001
UTR im eukaryontischen Expressionsvektor & 3000 1
pcDNA3, s. 3.2.1.2) als auch der 2000 -
Meerschweinchen-C3aR (pSL94: kodieren- 1000 4
der Bereich mit zusidtzlichen 48 Bp 0 - TR
genomischen 3'-Bereichs in pcDNA3) in E i E % f E f f E E
kompetitiven Bindungsstudien untersucht. S c]mo;L] S

125 . .
I-markiertes C3a wurde als Tracer mit  aApp. 3.7: Kompetitve Bindungsstudien mit hsC3aR-

(leere  Symbole) und cpC3aR- (gefillte Symbole)
transfizierten = HEK293-Zellen. Dargestellt ist die
Verdrdngung von '51.C3a durch unmarkiertes C3a
(Kreise), Hisg-C4a (Quadrate), das C3a-analoge
synthetische Peptid P117 (Dreiecke) und das nicht-
analoge Peptid P251 (Rauten).

C3a, Hise-C4a und dem C3a-analogen Peptid
P117 verdringt; das nicht-analoge Peptid
P251 diente wiederum als

Spezifitdatskontrolle.
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Die Ergebnisse der Bindungsstudien sind in Tab. 3.1, S. 78 zusammengefal3t; typische
Bindungskurven sind in Abb. 3.7 dargestellt. Demnach bindet C3a an den cpC3aR mit dhnlicher
Affinitit wie an den hsC3aR (Kp = (1,6 £ 0,9 nM; n = 3 vs. (1,0 £ 0,9) nM; n = 12). Die
Bindung des C3a-analogen Peptids P117 belegte, dal die beobachteten Effekte auch beim
cpC3aR tatsdachlich auf C3a und nicht auf evtl. Kontaminationen des proteinchemisch
aufgereinigten Liganden zuriickgehen; das Bindungs-Unvermdgen des nicht-C3a-analogen
Peptids P251 zeigte die Spezifitit der Ligandenbindung an. Auch Hisc-C4a schien an die
Rezeptoren beider Species mit &dhnlicher Affinitdt zu binden, die sich jedoch als um 3
GroBenordnungen geringer erwies als die des C3a. Da es sich hierbei um einen rekombinanten
Liganden handelt, kann davon ausgegangen werden, dal die beobachtete Verdringung

tatsdchlich auf C4a zuriickgeht.

3.1.5.2  Signaltransduktion

Zur Klirung der Frage, ob die Bindung von C4a an den C3aR fiir die im Meerschweinchen
beobachteten anaphylatoxischen Eigenschaften des Peptids verantwortlich sein kdnnen und ob
auch im Menschen solche Effekte zu erwarten sind, wurden der hsC3aR und der cpC3aR nach
Kotransfektion mit Go-16 in HEK293-Zellen im Calcium-Freisetzungstest untersucht. Die in
Kooperation mit R. S. Ames, SmithKlineBeecham Pharmaceuticals, King of Prussia, USA,
gewonnenen Ergebnisse sind Tab. 3.1, S. 78 zu entnehmen und durch Abb. 3.8 illustriert.

Demnach vermdgen sowohl C3a als auch C5a auf den Rezeptoren beider Species mit
vergleichbarer EDs, (C3a: niedrig nanomolar; C5a: grofler 1 uM) Signaltransduktion auszuldsen.
Das C3a-analoge Peptid H-1264 erwies sich auf dem cpC3aR um den Faktor 20 aktiver als auf
dem hsC3aR und erreichte damit die volle Aktivitdt des wt-Liganden C3a. Auch C4a vermochte
den cpC3aR mit recht hoher Effizienz zu aktivieren (EDsy = (8,7 £ 0,5) nM), wohingegen bis zu

Konzentrationen von 1 uM keine Signaltransduktion durch den hsC3aR beobachtet wurde.
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Abb. 3.8: Signaltransduktion durch den humanen (A) und den Meerschweinchen-C3aR (B). Dargestellt ist die
relative Fluoreszenzintensitat als Maf3 fiir die intrazellulare Calcium-Freisetzung nach Stimulation C3aR/Go.-16-

kotransfizierter HEK293-Zellen mit C3a (Kreise), C4a (Rauten), C5a (Dreiecke) und dem C3a-analogen
synthetischen Peptid H-1264 (Rechtecke).
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3.2 Generierung von C3aR/C5aR-Chimiéren

Zur Identifizierung von Bereichen, die innerhalb der Sequenz eines Proteins eine bestimmte
Funktion wahrnehmen, eignet sich die Konstruktion von Chimédren mit strukturell dhnlichen,
aber funktionell verschiedenen Proteinen. So wurden bereits z. B. C5aR/fMLPR-Chimiren
erfolgreich zur Definition von Rezeptorbereichen, die an der Bindung von C5a bzw. fMLP
beteiligt sind, eingesetzt [114,115]. In dieser Arbeit sollten beim C3aR durch Chimérenbildung
mit dem C5aR solche Bereiche eingegrenzt werden, die fiir die hohe Affinitidt und Spezifitit der
Ligandenbindung sowie die Signaltransduktion verantwortlich zeichnen. Alle Chiméren sollten
beziiglich ihrer Zelloberfldchenexpression, ihrer Fahigkeit, C3a und/oder C5a zu binden und

threr Signaltransduktionseigenschaften untersucht werden.

3.2.1.1  Auswahl der Rezeptormodule

C3a und C5a sind Molekiile mit hoher Sequenz- (ca. 24% auf Aminosdureebene; s. Anhang
6.6) und Strukturhomologie. Wie in dieser Arbeit gezeigt, sind auch C3aR und C5aR hoch
homolog (36%), sofern die 2. extrazelluliren Schlaufen (EL) auBler acht gelassen werden; die
hochste Homologie zeigt sich dabei in den transmembrandsen (TM) Bereichen. Dies stellt zwar
eine geringere Homologie dar als sie z. B. zwischen Subklassen ein und desselben Rezeptors
gefunden werden (gewOhnlich >90%), doch zeigen die Erfahrungen, die mit dem C5aR/fMLPR-
System gemacht wurden, dal auch Chiméren aus Rezeptoren geringeren Verwandtschaftsgrades
(hier: ca. 28%) erfolgreich exprimiert werden konnen.

Die hohe Sequenzhomologie sowohl von C3aR und C5aR, aber auch der Liganden C3a und
C5a, lieB zunichst einen dhnlichen Bindungsmodus der beiden Rezeptor/Ligand-Paare erwarten.
Daher wurde bei der Entscheidung, welche Rezeptorbereiche fiir die Konstruktion der
C3aR/C5aR-Chimiren herangezogen werden sollten, berticksichtigt, was bisher fiir die Bindung
des C5a an den C5aR bekannt war.

Es kann als gesichert angesehen werden, da3 beim C5aR der N-Terminus und die 2. EL an
der Ligandenbindung/Signaltransduktion beteiligt sind (s. Einleitung). Der C3aR weist zwar
einen kiirzeren N-Terminus als der C5aR auf; allerdings stellt die ungewohnlich grofe 2. EL des
C3aRs einen weiteren moglichen Kontaktpunkt sowohl fiir den C-Terminus als auch fiir andere
Bereiche des Liganden dar. Daher wurden sowohl die N-Termini als auch die 2. ELs der beiden
Rezeptoren zur Chimérenkonstruktion ausgewdihlt. Somit kann jeder Rezeptor als aus 4 Modulen
zusammengesetzt gedacht werden: 1) N-Terminus; 2) TM1 bis TM4; 3) 2. EL; 4) TMS bis C-

Terminus.
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Arglél
Tyrl60

val23
Ile24

M

70 480 1000 110 520 600
CCAGTAATTCTC GTGTACCGGGAA CTCGTGGCAATA CCAGACATCCTG CTGTACCGGGTG GAGCGAGCCGTG
ProValIleLeu ValTyrArgGlu LeuValAlaIle ProAspIlelLeu LeuTyrArgVal GluArgAlaVal

Fusions- zielgerichtete Fusions- zielgerichtete

PCR Mutagenese PCR Mutagenese
CCAGACATTCTC GTGTAC'GGGAA CTCGT GCCATA CCAGTAATCCTG CTGTAC"GGGTG GAGCG(  GCCGTG
ProAspIleLeu BsrGI Nrul ProAsplleLeu BsrGI BssHII

Abb. 3.9: Chimarenbildung. Austausch der N-Termini durch Fusions-PCR und Vorbereitung des Austauschs
der 2. ELs durch Einflhrung neuer Restriktionsschnittstellen. Sequenzabschnitte, die aus dem C3aR
stammen, sind kursiv dargestellt, durch Mutagenese veréanderte Nukleotide grau.

Zur Definition der Module muften die Positionen der transmembrandsen Helices definiert
werden. Da bisher fiir keinen der Rezeptoren eine experimentell bestimmte Raumstruktur
vorliegt, war hierzu die Heranziehung von Modellvorstellungen notwendig. Zum einen wurde
das Ergebnis einer Hydrophobizitdtsanalyse nach [132] in die Betrachtung miteinbezogen; zum
anderen wurden fiir die Definition der transmembrandsen Regionen des CS5aRs
Computermodelle des Rezeptors beriicksichtigt [101,102].

AuBerdem wurde bei der Auswahl der genauen Positionen, an denen der Austausch der
Module stattfinden sollte, versucht, den Sequenzwechsel von einem Rezeptor zum anderen in
moglichst homologen Regionen der Molekiile stattfinden zu lassen. Die Chimérenbildung sollte
vorzugsweise durch Umklonierungsschritte statt durch Fusions-PCR erfolgen, um den Aufwand
der DNA-Sequenzierung aller Konstrukte moglichst gering zu halten. Der Moglichkeit, durch
stumme Mutagenese passende neue Restriktionsschnittstellen zu generieren, waren jedoch
Grenzen gesetzt, so dal der Austausch der N-Termini doch mittels Fusions-PCR durchgefiihrt
werden mufte.

Im einzelnen fiel die Wahl der Sequenzwechsel-Positionen auf die Aminosdurereste, die in
Abb. 3.9 dargestellt sind. Mindestens eine der beiden Endaminosduren zweier
aneinandergrenzender Module war in beiden Rezeptoren identisch (Ile24 im C3aR / Ile38 im
C5aR; Tyr160 u. Argl61 im C3aR / Tyr174 u. Argl75 im C5aR; Ala 335 im C3aR/ Ala201 im
C5aR).
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Weiterhin wurden zur Kldrung der Rolle des N-Terminus des C3aRs fiir die Ligandenbindung
in der Arbeitsgruppe von R. S. Ames, SmithKline Beecham Pharmaceuticals, King of Prussia,
USA, generierte N-terminale Deletionsmutanten (A09, A16 und A22) beziiglich Funktion und

Bindung untersucht.

3.2.1.2  Weitere Voriiberlegungen

Zur Schaffung einer normalisierten Expressionsumgebung sollten beide Rezeptoren mit der
gleichen 5-UTR versehen werden. Die Wahl fiel auf die 5-UTR des C5aRs, da in der
Arbeitsgruppe bereits ein Konstrukt (pCCF2 [117], s. auch 2.1.3) vorlag, das die Einfiihrung der
C5aR-5'-UTR sowie des FLAG-Epitops vor alle Chiméren erlaubte. Das FLAG-Epitop ist eine
oktamere Aminosduresequenz (N-DYKDDDDK-C), gegen die monoklonale Antikorper
kommerziell erhiltlich sind. Einige Chimédren wiirden aufgrund ihrer modularen
Zusammensetzung keine Epitope fiir die verfiigbaren anti-C3aR- bzw. anti-C5aR-Antikorper
aufweisen; das FLAG-Epitop wiirde hier eine Alternative zur Uberpriifung der Expression dieser
Chimaéren auf der Zelloberflidche bieten.

Da zwischenzeitlich iiberlegt worden war, mit den Chiméren stabil transfizierte Zellinien
herzustellen, wurden alle Chiméren statt in pcDNA1/Amp letztendlich in pcDNA3 konstruiert,
einem Vektor, der sich fiir die Generierung stabiler Zellinien eignet.

Bindungsstudien zeigten, dafl die Dissoziationskonstanten fiir beide Rezeptor/Ligand-Paare
sowohl durch einen Wechsel des Expressionsvektors oder der 5'-UTR als auch durch die

Einfiihrung des FLAG-Epitops praktisch unbeeinfluf3t blieben (Daten nicht gezeigt).

3.2.2 Durchfiihrung

Der genaue Ablauf der Generierung der Chiméren ist detailiert in Anhang 6.7 beschrieben;
Karten der wichtigsten Plasmide, die wédhrend des Konstruktionsprozesses generiert wurden,

finden sich in Anhang 6.8.

3.2.2.1  Einfiihrung zusdtzlicher Schnittstellen in den C5aR

AuBler dem FLAG-C5aR-Konstrukt pCCF2 (in pCDMBS) lag zu Beginn der Arbeit ein partiell
sequenzierter C5aR-Klon mit einer zusitzlich eingefiihrten Sall-Schnittstelle an Pos. 709 vor.
Zunichst wurde der FLAG-C5aR in den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA1/Amp
umkloniert (¢ pCCF3) und — mittels weiterer Umklonierungsschritte — die Sa/l-Schnittstelle
eingefiigt. Durch QuickChange-Mutagenese (Stratagene) wurden sodann die beiden neuen
Schnittstellen BsrGI (in Pos. 519) und BssHII (in Pos. 597) eingefiihrt. Das erhaltene Konstrukt
pCCF3M lieferte nach Umklonierung in pcDNA3 die "Chimére" pTCCF.
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3.2.2.2  Einfiihrung zusdtzlicher Schnittstellen in den C3aR

Zunichst wurde aus dem unhandlichen, da 4,3 kBp langen C3aR-Klon pTC10 mittels PCR
ein verkiirztes Konstrukt pTC12 generiert, das nunmehr nur noch die 5'-UTR und das offene
Leseraster des C3aRs enthielt. Zur Einfithrung der 5'-UTR des C5aRs sowie des FLAG-Epitops
wurde sodann iiber PCR eine Mfel-Schnittstelle (C/AATTG) direkt vor Aminosdure 2 (Pos. 4)
des C3aRs eingebracht. Diese zu EcoRI (G|AATTC) kompatible Schnittstelle wurde benutzt, um
ein Mfel-Fragment aus diesem Konstrukt in einen pCCF3 (s. 3.2.2.1) einzubringen, aus dem
zuvor durch Verdau mit EcoRI und Mfel der codierende Bereich des C5aRs (und ein Teil des
Vektors), nicht aber die C5aR-5-UTR und die FLAG-Sequenz entfernt worden waren; das
Ergebnis war ein C3aR mit C5aR-5-UTR und FLAG in pcDNAI1/Amp. Mittels des
QuickChange-Mutagenese-Kits (Stratagene) wurden sodann die neuen Schnittstellen BsrGI (Pos.
476) und Nrul (Pos. 1003) eingefiihrt, um pTCI3M zu erhalten. Umklonierung in pcDNA3
lieferte die "Chimére" pTCCO.

3.2.2.3  Austausch der N-Termini

Wie in Abb. 3.9 dargestellt, wurden die N-Termini der beiden Rezeptoren durch Fusions-PCR
ausgetauscht. Fiir die Ubertragung des N-Terminus des C5aRs auf den C3aR wurden dabei die
Primer TC10 (5-GAATGACCATGGAGAGAAT|GTCTGGAACACGCAGC-3%) / TC11 (5°-
CJATTCTCTCCATGGTCATTC-3"), fiir die Ubertragung des C3aR-N-Terminus auf den C5aR
die Primer TC12 (5‘-GATGACCAAGGCCAGCAT|TACTGGCGGCTCATTC-3%) / TC13 (5‘-
GTAJATCCTGGCCTTGGTCATC-3°) verwendet (s. auch Anhang 6.9). Als AuBenprimer
wurden Vektorprimer (Standard-T7- und -Sp6-Primer) eingesetzt. Die Fusionsprodukte wurden

tiber Hindlll/Xbal in pcDNA1/Amp kloniert und soweit wie notig sequenziert (pSN3, p3N5).

3.2.2.4  Generierung der Chimdren

Aus den 4 zum Austausch vorgesehenen Rezeptormodulen lassen sich insg. 2* = 16 Chiméren
(einschlieBlich der wt-Rezeptoren) bilden. Um die verschiedenen Chimédren eindeutig zu
benennen, wurde eine bindre Nomenklatur eingefiihrt. Jede Chimére kann mit einer 4stelligen
Bindrzahl eindeutig charakterisiert werden, wenn jede Bindrziffer fiir ein Rezeptormodul steht;
dabei wird der N-Terminus durch die hochstwertige, das Modul TMS — C-Terminus durch die
niederwertigste Bindrziffer codiert. Die Herkunft des jeweiligen Moduls wird mit einer O fiir den
C3aR und einer 1 fiir den C5aR dargestellt. SchlieBlich wird die vierstellige Bindrzahl zu einer
einzigen Hexadezimalziffer zusammengefalit. Somit steht z. B. pTCC0 = 0000 = 3333 fiir ein
Plasmid mit dem wt-C3aR, pTCCF = 1111 = 5555 fiir ein Plasmid mit dem wt-C5aR, und
pTCCA = 1010 = 5353 enthilt die Sequenz fiir einen C3aR mit N-Terminus und 2. EL des
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C3aR C5aR C3aR C5aR
480 520 1000 600
TTCGTGTACAGGGAA TTCCTIGTACAGGGTG CTCGTCGCGATAACG CGGGAGCGCGCCGTG
AAGCACATGTCCCTT AAGGACATGTCCCAC GAGCAGCGCTATTGC GCCCTCGCGCGGCAC
l BssHIT
BsrGI BsrGI Nrul CGGGAG CGCGCCGTG
GCCCTCGCGC GGCAC
T7-Poly- | Mun gbohnen—l
MOCACATG | SOCCTT  AMGACATS | meceac meraseV ~ Nuklease
CTCGTCG CGATAACG CGGGAGCGCG CCGTG
| | GAGCAGC GCTATTGC GCCCTCGCGC GGCAC
l T4-Ligase l i *
T4-Ligase
TTCGTGTACAGGGTG TTCCTGTACAGGGAA CTCGTCGCCGTG CGGGAGCGCGCGATAACG
AAGCACATGTCCCAC AAGGACATGTCCCTT GAGCAGCGGCAC GCCCTCGCGCGCTATTGC
PheValTyrArgVal PheLeuTyrArgGlu LeuvValAlaval ArgGluArgAlaIleThr

Abb. 3.10: Chimarenbildung. Austausch der 2. extrazelluldren Schlaufen mit Hilfe der neu eingefiihrten
Restriktionsschnittstellen. Sequenzabschnitte, die aus dem C3aR stammen, sind kursiv dargestellt.

C5aRs. Die exprimierten Proteine werden dementsprechend mit Ch#0, Ch#A, Ch#F usw.
bezeichnet.
Die Generierung der Chiméren folgte dem in Anhang 6.7 gezeigten Schema; Details des

Austauschs der 2. ELs sind in Abb. 3.10 dargestellt.

3.2.2.5
Die in der Arbeitsgruppe von R. S. Ames, SmithKline Beecham, King of Prussia, USA,

Generierung der N-terminalen Deletionsmutanten des C3aRs

generierten N-terminalen Deletionsmutanten des C3aRs wurden unter Verwendung der Primer
A-9F (5°-GGGGGGGGTACCATGTCAACTGACCTAC-3%), A-16F (5°-GGGGGGGGTACC-
ATGCCATGGAATGAG-3¢) und A-22F (5°-GGGGGGAAGCTTATGGTAATTCTCTCCATG-
GTCATTCTCAG-3°) sowie des die singulidre PstI-Schnittstelle des C3aRs umfassenden Revers-
Primers PSTIR (5-GAACCCCTAGGGAGTGAATCTGCAGAAGGTC-3¢) mittels Standard-
PCR erzeugt. Sowohl die PCR-Fragmente als auch der Vektor pcDNA3 wurden mit Asp718I und
Pstl verdaut und ligiert. Diese Konstrukte enthielten demnach keine 5'-UTR und kein FLAG-

Epitop.

3.2.3 Oberflichenexpression

Alle Chimiren (sowie die N-terminalen Deletionsmutanten des C3aRs) wurden nach

transienter Transfektion in HEK293-Zellen in FACS-Untersuchungen auf ihre Expression auf
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der Zelloberfliche getestet. Dazu standen folgende monoklonalen Antikorper zur Verfiigung: 1)
mAK 8HI1, der gegen ein Epitop in der 2. EL des C3aRs [128] gerichtet ist; 2) mAK W17/1
gegen den N-Terminus des CS5aRs, ein Geschenk von O. Gotze, Gottingen [96]; 3) die
kommerziellen monoklonalen anti-FLAG-Antikorper M2 und M5.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 3.2, S. 78 zusammengefalit; ein typisches
Ergebnis eines FACS-Versuches ist in Abb. 3.11 dargestellt. Es zeigte sich, dafl die chiméren
Konstrukte meist weniger gut exprimiert wurden als die beiden wt-Rezeptoren. 7 der 16
Chiméren wiesen liberhaupt keine reproduzierbar detektierbare Oberflidchenexpression auf. Viele
der Konstrukte mit dem N-Terminus des C3aRs erschienen nicht auf der Zelloberfliche (Ch#1 —
Ch#6; Ausnahmen: Ch#0 (wt-C3aR) und Ch#7); von den Chiméiren mit dem C5aR-N-Terminus
konnte lediglich eine einzige (Ch#9) nicht nachgewiesen werden. Von den Deletionsmutanten
wurden AO9 und A16 gut exprimiert; bei A22 konnte keine Oberflichenexpression nachgewiesen
werden.

Um sicherzustellen, da3 eine mangelnde Oberflachenexpression nicht auf unerwiinschte
Mutationen — etwa vorzeitige Stoppcodons — in den Konstrukten zuriickzufiihren waren, wurden
die kodierenden Bereiche aller nicht auf der Zelloberfliche nachgewiesenen Konstrukte
kommerziell sequenziert. Dabei konnten keine unerwiinschten Sequenzinderungen festgestellt

werden.

1

N
3
N
*
N

Ereignisse W17/1 1281 Ereignisse M2

PCDNA3 |

Ereignisse 8H1 1

PcDNA3

pTCC8

PcDNA3 pTCCO

64 - pTCCO 64
/ “

FL1 FL1 e FL1
100 10 102 102 104 100 10 102 102 104 100 10 102 102 104

Abb. 3.11: Uberpriifung der Oberflachenexpression von C3aR/C5aR-Chiméren mittels FACS. Dargestellt ist
exemplarisch die Reaktion von mit pTCCO, pTCC8 und pTCCF transfizierten HEK293-Zellen mit den
monoklonalen Antikdrpern 8H1 (gegen die 2. EL des C3aRs), W17/1 (gegen den N-Terminus des C5aRs) und
M2 (gegen das FLAG-Epitop) gegenlber pcDNAS als Negativkontrolle.

Mutationen im Vektoranteil der Plasmide wurden als Ursache dadurch ausgeschlossen, daf3
exemplarisch die chimiren Bereiche der Plasmide pTCC1 und pTCC2 (ab der neu eingebrachten
BsrGI-Schnittstelle bis HindIIl hinter dem Insert) in das nachweislich exprimierende und
entsprechend vorbereitete C3aR-Wildtyp-Plasmid (pTCCO) umkloniert wurden. Auch nach
diesem Schritt zeigten Ch#1 und Ch#2 keine detektierbare Zelloberflachenexpression.
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3.24 Bindung

Nach transienter Transfektion in HEK293-

Zellen wurden alle Chimédren in 4-Punkt-
Bindungstests auf ihre Fihigkeit untersucht,
'1.C3a und '*I-C5a zu binden. Wurde eine
meBbare Bindung detektiert, wurde die
Dissoziationskonstante des jeweiligen Liganden
auf der entsprechenden Chimére in detailierten
Bindungsstudien bestimmit.

Die Ergebnisse der Bindungsstudien sind
ebenfalls aus Tab. 3.2, S. 78 zu ersehen. Auf3er
dem wt-C3aR (Ch#0, Kp = (1,0 £ 0,9) nM; n =
12) zeigte lediglich die Chimire #8 mefbare
'1.C3a-Bindung (Kp = (2,3 + 1,5) nM; n = 8).
'1.C5a-Bindung konnte auBer bei Ch#F, dem
wt-C5aR (Kp = (5,2 = 2,5) nM; n = 6), bei
mehreren Chimédren beobachtet werden -
darunter auch wieder die Ch#8.

Wegen der sehr schwachen Bindung von
'1.C5a an Ch#8, muBte zur Bestimmung der
Kp von C5a auf dieser Chimére ein Kunstgriff
werden. Die Arbeit

Methode der

angewandt in dieser

angewandte kompetitiven
Bindungsstudie setzt ndmlich die Verfiigbarkeit
eines  hochaffinen Tracers voraus, um
Dissoziationskonstanten bestimmen zu kdnnen.
Mit Methode

dieser konnen niederaffine

Liganden — z. B. nach Mutagenese auf
Ligandenseite — gut vermessen werden; sinkt

jedoch aufgrund einer Mutation im Rezeptor die
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Abb. 3.12: Kompetitive Bindungsstudien mit pTCCO-
(Kreise), pTCC8- (Dreiecke) und pTCCF- (Quadrate)
transfizierten HEK293-Zellen mit C3a (geflllte
Symbole) und C5a (leere Symbole) als Verdrénger.
Als Tracer wurde fir pTCCO und pTCC8 '®I-C3a und
fiir pTCCF '?I-C5a verwendet.
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Abb. 3.13: Kompetitive Bindungsstudie mit pTCCO -
(Kreise), A09- (Quadrate), A16- (Rauten) und A22-
(Dreiecke) transfizierten HEK293-Zellen. Dargestellt
ist die Menge an gebundenem '?°-C3a bei steigender
Konzentration an unmarkiertem C3a.

Affinitdt des Radioliganden, kann u. U. schon dessen Bindung nicht mehr detektiert werden. Bei

dem in dieser Arbeit verwendeten Testsystem mit einem Signal/Hintergrund-Verhiltnis

(gebundene Aktivitdt ohne und mit Verdringer) von maximal ca. 1:5 bei wt-Rezeptoren diirfte

bereits eine Erhohung der Kp um den Faktor 20 bei einer Chimédre zu einer kaum noch
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nachweisbaren Bindung fiihren. In der Tat lag die Bindung von '*’I-C5a an Ch#8 im 4-Punkt-
Test an der Nachweisgrenze; mit '>’I-C3a lag nun jedoch ein hochaffiner Ligand vor, dessen
Verdriangung in einem Kreuzverdringungsexperiment mit steigenden Mengen CS5a verfolgt
werden konnte. Daraus ergab sich fiir C5a auf Ch#8 eine Kp von (33 = 14) nM (n = 3). In Abb.
3.12 sind Bindungskurven von Ch#0, Ch#8 und Ch#F im Vergleich dargestellt.

Die Ergebnisse der Bindungsversuche an den Deletionsmutanten sind in Abb. 3.13 dargestellt.
Es zeigte sich, da3 AO9 und A16 nur geringfiigig geringere Affinitdten zu C3a aufweisen als der
wt-C3aR; A22 zeigte — in Ubereinstimmung mit der mangelnden Oberflichenexpression (s.

3.2.3) — keine Bindung.

3.2.5 Funktion

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von R. S. Ames, SmithKline Beecham
Pharmaceuticals, King of Prussia, USA, wurden alle Chiméren in den USA auf ihre Fihigkeit
zur Signaltransduktion untersucht. Die HEK293-Zellen wurden hierbei zur Etablierung einer
funktionierenden  Signaltransduktionskette  auBer mit den Chimidren mit einem
Expressionsplasmid fiir die universelle G-Protein-Untereinheit Go-16 kotransfiziert, von dem in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dal es mit dem C3aR koppelt (3.1.4.2); auch fiir den C5aR
wurde Kopplung mit Gai-16 beschrieben [82]. Als Indikator fiir die Signaltransduktion wurde
der Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration nach Stimulusgabe fluorometrisch
verfolgt. AuBler C3a und C5a wurden das C3a-analoge synthetische Peptid H-1264 (N-Trp-Trp-
Gly-Lys-Lys-Tyr-Arg-Ala-Ser-Lys-Leu-Gly-Leu-Ala-Arg-C) sowie das CS5a-analoge Peptid H-
8135 (N-Phe-Lys-Ala-BCha-Ala-BCha-Ala-Leu-dAla-Arg-C) als Stimuli eingesetzt.

Die Ergebnisse der Funktionsstudien sind ebenfalls der Tab. 3.2, S. 78 zu entnehmen. Fiir C3a

15000 {pTCCO ° 15000 {pTCC8 15000 {pTCCF L
.4 H m
’ .
10000 | 10000 | 10000 -
=) =) =)
- - -
[+ [ [
5000 - 5000 - 5000 -
0 : L ; 0 0
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Abb. 3.14: Signaltransduktion durch C3aR/C5aR-Chiméren. Dargestellt ist die relative Fluoreszenz als Maf3 fir
die intrazellulare Calcium-Freisetzung nach Stimulation von transient mit pTCCO, pTCC8 und pTCCF sowie Go.-
16 transfizierten HEK293-Zellen mit verschiedenen Stimuli (C3a: Kreise; C5a: Quadrate; H-1264: Rauten; H-
8135: Dreiecke).
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zeigte sich — dhnlich wie in der Bindung — lediglich fiir den wt-C3aR Ch#0 sowie die Chimére
#8 eine funktionelle Antwort (mit einer EDs, im gleichen Konzentrationsbereich von < 1 nM).
C5a hingegen vermochte aufler auf dem wt-C5aR Ch#F (EDsy < 1 nM) noch drei weitere
Chimiren zu aktivieren. Die Signaltransduktion auf Ch#7 (> 1 uM) und Ch#D (> 100 nM)
erfolgte dabei eher wenig effizient; mit einer EDsy von ca. 50 nM erwies sich C5a jedoch auf
Ch#8 als recht aktiv (s. auch Abb. 3.14).

Das Aktivitditsmuster des C3a-analogen Peptids H-1264 entsprach dem des C3a, d. h.
grofenordnungsmifig gleiche Aktivitdt auf Ch#0 und Ch#8 im niedrig-nanomolaren Bereich.
Das C5a-analoge Peptid H-8135 hingegen erwies sich als erstaunlich promiskuitiv: Es vermochte
sowohl wt-C5aR und wt-C3aR als auch die Chimédren #8 und #7 (letztere das Gegenstiick zu
Ch#8, also ein C5aR mit N-Terminus des C3aRs) mit gleicher Effizienz (niedrig mikromolar) zu
aktivieren. Schwache Aktivitét zeigte sich zudem noch bei Ch#A, Ch#D und Ch#E.

Die Deletionsmutanten A09 und Al6 verhielten sich erwartungsgemaf nicht viel anders als
der wt-C3aR (in etwa Wildtyp-Aktivitit mit C3a sowie H-1264 und H-8135; keine Aktivitit mit
C5a). Entsprechend seiner mangelnden Oberfldchenexpression zeigte A22 — wie schon in den

Bindungsstudien — keine Funktion.
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3.3 Charakterisierung der Ligandenbindungsstelle in der 2. EL. des C5aRs

Parallel zu den Untersuchungen am C3aR wurden Experimente zur weiteren
Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen dem C5a-C-Terminus — insb. dem Lys68 — und
dem mutmaBlichen Wechselwirkungspartner Glul99 in der 2. EL des C5aRs durchgefiihrt.
Hierzu wurden verschiedene C5a-Mutanten rekombinant exprimiert und in Kooperation mit P.
N. Monk, University of Sheffield, UK, beziiglich Bindung und Signaltransduktion gegeniiber

dem wt-C5aR und einer bereits vorhandenen Glu199Lys-Mutante des C5aRs charakterisiert.

3.3.1 Generierung der C5a-Mutanten

Alle C5a-Mutanten wurden (wie in 2.4.14 beschrieben) tiber PCR mit Mutagenese-Primern (s.
Anhang 6.9) generiert, in E. coli Y1089 exprimiert (2.5.3) und iiber Ionenaustauscher-
Chromatographie und FPLC aufgereinigt (2.5.4). Im einzelnen wurden folgende Mutanten
hergestellt:

Mutante Zielsetzung / Vermuteter Effekt

C5a[Lys68] = wt-C5a Vermutete Wildtyp-Situation: Interaktion zwischen Lys68 im C5a und Glul199 im
Rezeptor; Unterbrechung der Wechselwirkung im Glu199Lys-C5aR.

C5a[Lys68]-desArg74 Dito, aber verringerte Aktivitit erwartet.

C5a[Glu68] Unterbrechung der Interaktion mit Glu199 im wt-C5aR und Reetablierung der
Wechselwirkung in der Glu199Lys-C5aR-Mutante.

C5a[Glu68]-desArg74 Dito, aber verringerte Aktivitit erwartet.

C5a[Met68] Neutrale Mutation: gleichermalen unfihig zur Wechselwirkung sowohl mit
Glu199-C5aR (wt) als auch mit Glu199Lys-C5aR.

C5a[Asp74] Urspriinglich geplant fiir den Nachweis einer mutmaflichen Wechselwirkung
zwischen der Seitenkette von Arg74 und Asp282 im C5aR; aufgrund anderer
Befunde wurde diese Hypothese jedoch zwischenzeitlich verworfen (s. Ein-
leitung). Hier: Kldrung, ob die Carboxylat- oder die Guanodino-Funktion des
Arg74 fiir die beobachteten Unterschiede in der Bindung von wt-C5a und
C5a[Lys68]-desArg74 verantwortlich ist.

3.3.2 Glucosaminidase-Freisetzungstest

Alle Mutanten wurden im Glucosaminidase-Freisetzungstest (GARA) auf Bt,cAMP-
differenzierten U937-Zellen auf ihre Aktivitdt getestet. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in
Tab. 3.3, S. 79 aufgefiihrt und in Abb. 3.15 dargestellt. Aufgrund der zur Auswertung
verwendeten Software (GraphPad Prism 2.0) werden die Logarithmen der EDsy / ICso-Werte

angegeben.
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Abb. 3.15: Funktionelle Antwort von differenzierten U937-Zellen gegeniber verschiedenen C5a-Mutanten.
Dargestellt ist die freigesetzte Enzymmenge relativ zur jeweils mitgeflhrten Wildtyp-Kontrolle. Getestet wurden
C5a[Lys68] (Kreise), C5a[Glu68] (Rechtecke), C5a[Met68] (Rauten) und C5a[Asp74] (Dreiecke); leere Symbole
stehen fur die jeweiligen desArg74-Mutanten.

Uberraschenderweise erwiesen sich C5a[Lys68]-desArg74 und C5a[Glu68] als fast genauso
aktiv wie der Wildtyp CS5a[Lys68]: logEDsy = -9,07 £ 0,1 (n = 7). Auch C5a[Met68] erwies sich
mit einer logEDsy von —8,23 + 0,21 (n = 3) als nur um den Faktor 6 weniger aktiv als wt-C5a.
C5a[Asp74] zeigte eine deutlich verringerte Aktivitdt (logEDsy = —7,25 £ 0,04; n = 5), wihrend
die desArg74-Form von C5a[Glu68] im betrachteten Konzentrationsbereich bis 10 uM keinerlei

Aktivitdt aufzuweisen schien.

3.3.3 Histamin-Freisetzungstest

Als weitere funktionelle Antwort wurde in Kooperation mit P. N. Monk, University of
Sheffield, UK, die Histamin-Freisetzung aus stabil mit wt-C5aR und Glul99Lys-C5aR
transfizierten RBL-Zellen untersucht. Auch diese Ergebnisse aus dem oben genannten Labor
sind in Tab. 3.3, S. 79 zusammengefat und in Abb. 3.16 dargestellt.

Alles in allem zeigte sich, dal die EDso-Werte der Histamin-Freisetzung aus den wt-C5aR-
transfizierten Zellen um rund eine Grofenordnung hoher lagen als die entsprechenden Werte des
GARA, sich relativ zueinander jedoch #hnlich verhielten; auf den RBL-Zellen mit der
Glul99Lys-Mutante des Rezeptors hingegen ergaben sich einige erwidhnenswerte Befunde.
Zunichst fiel auf, daB C5a[Glu68] auf dem Glu199Lys-C5aR erwartungsgemif3 mit wt-Aktivitit
agierte, wihrend wt-C5a — wenn auch an der Grenze der Mef3genauigkeit — etwas weniger aktiv
schien. Dramatisch fiel der Unterschied bei den jeweiligen desArg74-Mutanten auf: Das

natiirliche C5a-Abbauprodukt C5a[Lys68]-desArg74 erwies sich als vollkommen inaktiv auf
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dem mutierten Rezeptor, wohingegen mit der C5a[Glu68]-desArg74-Mutante die Aktivitit
zumindest zum Teil wiederhergestellt werden konnte (logEDsy =—4,74 £ 0,06; n = 3) .

C5a[Met68] und CS5a[Asp74] schienen nicht zwischen den beiden Rezeptorvarianten zu
diskriminieren; in beiden Fillen lag die Aktivitit auf dem Glul99Lys-C5aR in der
GroBenordnung des wt-CSaRs.
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Abb. 3.16: Signaltransduktion durch verschiedene C5a-Mutanten auf Wildtyp-C5aR- (geflllte Symbole) und
Glu199Lys-C5aR- (leere Symbole) transfizierten RBL-Zellen. Dargestellt ist die freigesetzte Histamin-Menge
relativ zur jeweils mitgefihrten Wildtyp-Kontrolle.
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3. Ergebnisse

3.3.4 Bindung

Auch die Untersuchung der Bindung der verschiedenen C5a-Mutanten — gemessen in
kompetitiven Bindungsstudien auf mit wt-C5aR bzw. Glul99Lys-C5aR stabil transfizierten
Zellen — fiihrte zu tiberraschenden Ergebnissen. Die in England gewonnenen Daten sind in Tab.
3.3, S. 79 aufgefiihrt und in Abb. 3.17 dargestellt.

Zunichst fiel auf, daB die /Cso-Werte von C5a[Lys68]-desArg74 und CS5a[Glu68] auf dem wt-
C5aR um rund eine Groenordnung grofler waren als die des wt-C5a — im Gegensatz zu den in

den Funktionstests gemachten Beobachtungen. Lediglich die desArg74-Variante von
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Abb. 3.17: Kompetitive Bindungsstudien mit Wildtyp-C5aR- (geflllte Symbole) und Glu199Lys-C5aR- (leere
Symbole) transfizierten RBL-Zellen. Dargestellt ist fir jede C5a-Mutante die jeweils gebundene '%|.C5a-
Menge relativ zur Kontrolle ohne Kompetitor.
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3. Ergebnisse

C5a[Glu68] zeigte in Ubereinstimmung mit den Bindungsdaten einen dramatischen Verlust an
Aktivitdt. Was den Glul99Lys-C5aR angeht, so kehrten sich die Affinitdten von wt-C5a und
C5a[Glu68] erwartungsgemd um; auch C5a[Glu68]-desArg74 band im Bereich des fiir diese
Rezeptormutante "passenden” Liganden C5a[Glu68]. Allerdings zeigte CS5a[Lys68]-desArg74

hier vergleichbare Affinitét.
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8.

Tab. 3.1: Vergleichende Charakterisierung humaner C3aR (hsC3aR) und Meerschweinchen-C3aR (cpC3aR)

Rezeptor Kp (C3a) [nM]  Kp (P117) [uM]  ICs (C4a) [uM]  EDs, (C3a) [nM]  EDs, (H-1264) [nM] EDs, (C4a) [nM]  EDs, (C5a) [nM]
hsC3aR 1,0+ 0,9 (12) 2,5+1,9(3) 3,3+32(03) 0,36 0,07 (2) 3,1£0,3(2) - > 1000
cpC3aR 1,6+0,7 (3) 0,194 0,10 (3) 2,9+ 1,7 (4) 0,18 0,02 (2) 0,15+ 0,01 (2) 8,7+0,5(2) > 1000

Tab. 3.2: Charakterisierung der C3aR/C5aR-Chiméaren

Chimiire Expression  Kp (C3a) [nM]  Kp (C5a) [nM]  EDs (C3a)’ [naM]  EDsy (H-1264)* [nM]  EDs) (C5a)* [nM]  EDs, (H-8135)* [uM]
Ch#0 ﬁjﬁ@ ++ 1,0+ 0,9 (12) - 0,24 +0,09 3,0£0,5 > 1000 2,1+19
Ch#1 ﬁﬁ - - - - - - -

Ch#2 (] - - - - - - -

Ch#3 (1M} - - - - - - -

Ch#4 T - - - - - - +)
ch#s ) - - - - - - -

chwe @ - - - - - - -

ch7 0l ++ - - - - > 1000 3,5
Ch#8 'ﬁjﬁ@ ++ 23+1,5(8) 33+ 14 (3)° 0,46 3,6 54 59
Ch#9 'ﬁjﬁ - - - - - - +)
Ch#A ‘ﬁm@ ++ - 2,6 £0,7 (4) - - - +)
cres i+ - 023+0,153) - - - +)
Ch#C ‘ﬁ@ + - - - - - +)
Ch#D ‘ﬁ ++ - - - - > 100 > 10
Ch#E ‘int@ ++ - 0,7+0,3 (3) - - - +)
Ch#F h ot - 52+25(6) - - 0,10 +0,05 2.8+1,5
A09 ﬂﬁ@ ++ 53+4,7(3) nb.! 0,34 2,9 > 1000 20

A16 [Iﬁ@ ++ 1,1+£0,8(3) n.b.* 0,50 4,6 > 1000 25

A22 Hﬁ@ - n.b.* > 100 +) > 1000 +)

assiugabig ‘g



6.

Tab. 3.3: Charakterisierung von Glu199 im C5aR mit C-terminalen C5a-Mutanten

C5a-Mutante

logEDs, (GARA)® [nM]

wt-C5aR
logEDso (HRA)®' [nM]

logICsy’ [nM]

Glul99Lys-C5aR
logEDsy (HRA)® [nM]

logICsy’ [nM]

C5a[Lys68] = wt-C5a
C5a[Lys68]-desArg74
C5a[Glu68]
C5a[Glu68]-desArg74
C5a[Met68]
C5a[Asp74]

-9,07%+0,10 (7)
-9,00+0,04 (3)

8,55%£0,14 (6)
8

-8,23+0,21 (3)
—7,25%+0,04 (5)

-8,26 £ 0,06
-8,26 £ 0,08

-7,56 0,07
8

—7,65 0,06
-6,05+0,17

7,97 £0,03
-6,80 £ 0,02
7,14 £0,08
-5,97£0,04
n.b.*

n.b.?

-7,76 £ 0,05
8

-7,95%0,05
—4,74 £ 0,06
—7,60£0,05
-5,59+0,01

-7,10£0,07
6,96 £ 0,08
7,82 £0,08
-6,91£0,07
n.b.*

n.b.?
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4. Diskussion

4.1 Klonierung von OM

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine cDNA fiir den humanen C3a-Rezeptor (C3aR) aus einer
geeigneten cDNA-Bibliothek isoliert werden. Dazu wurde eine Bibliotkek aus Bt,cAMP-
differenzierten U937-Zellen, die nachweislich den C3aR exprimieren [33], im eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA1/Amp in Pools zu ca. 800 Klonen in die humane Zellinie HEK293
transfiziert und auf Erhchung der '*I-C3a-Bindung getestet. Positive Pools wurden weiter
aufgeteilt, erneut transfiziert, getestet usw., bis einzelne cDNA-Klone isoliert waren.

Eine der i1solierten cDNAs (Klon 15/7/3/29) erwies sich nach Partialsequenzierung als cDNA
fiir das Zytokin Onkostatin M (OM) [131,133]. Die per Restriktionsverdauung ermittelte Lange
des Inserts von ca. 1,8 kBp stimmte gut mit der Lange des OM-Transkripts iiberein, so da3 hier
wohl ein vollstdndiger Klon isoliert worden war.

Die durch OM induzierte Fihigkeit zur Bindung von '*I-C3a erwies sich als spezifisch, wie
Verdriangungsversuche mit hohen Konzentrationen an nicht-markiertem C3a zeigten; auch
konnte keine erhohte '*I-C5a-Bindung nachgewiesen werden. Es stellte sich nun die Frage, wie
die Transfektion einer OM-cDNA in HEK293-Zellen eine erhohte spezifische '*’I-C3a-Bindung
vermitteln konnte.

OM wurde erstmals als ein Faktor in Zellkulturiiberstinden von PMA-differenzierten U937-
Zellen beschrieben, der die Proliferation der Melanom-Zellinie A375 zu inhibieren vermag
[133]. Spater konnte gezeigt werden, dall auch aktivierte T-Lymphozyten OM ins Medium
abgeben [134]. Bald darauf wurden auf Leukozyten, vor allem aber auch auf nicht-
hdmopoietischen Zellen und Zellinien, zwei Klassen recht hochaffiner Rezeptoren
(Dissoziationskonstanten im niedrig picomolaren bzw. nanomolaren Bereich) fiir '**I-markiertes
OM nachgewiesen [135]; bei vielen dieser Zellinien konnte auch die proliferationshemmende
Wirkung von OM bestitigt werden. Die Klonierung des humanen OM-Gens [131] zeigte, daf3
OM zunidchst als 252 Aminosduren lange Vorstufe synthetisiert wird, aus der durch
posttranslationale Abspaltung einer N-terminalen Signalsequenz und N-Glykosylierung das
fertige Zytokin von 228 Aminosduren (Molekularmasse ca. 28 kDa) entsteht. Wie auch LIF,
CNTF und G-CSF gehort OM zur Interleukin-6-Familie, deren Mitglieder untereinander
Sequenzhomologien von 17 — 35% auf Aminosiureebene aufweisen [136]. Ahnlich dem LIF,
CNTF und IL-6, bedient sich OM des gpl130-Molekiils zur Signaltransduktion, das zusammen

mit dem niederaffinen LIF-Rezeptor oder einem spezifischen niederaffinen OM-Rezeptor einen
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4. Diskussion

hochaffinen OM-Rezeptorkomplex ausbilden kann [137,137,138]. Die gemeinsame Nutzung
eines Transducer-Molekiils stellt auch eine plausible Erklidrung fiir das in weiten Teilen
tiberlappende Wirkungsspektrum der Mitglieder der IL-6-Familie dar. Dieses greift mit der
Differenzierung myeloischer und neuronaler Zellen und Zellinien sowie der Induktion von
Akute-Phase-Proteinen in die Regulation von Prozessen der Himopoiese, der Embryogenese und
der Immunantwort ein [136,139,140].

Zuriick zur Frage nach dem Mechanismus, vermittels dessen OM-transfizierte HEK293-
Zellen zu einer erhohten '*1-C3a-Bindung befihigt werden. Auch unter der Annahme, da OM
tatsdchlich exprimiert und ins Medium abgegeben wird, erscheint es unplausibel, dal3 eine
direkte Wechselwirkung dieses Islichen Faktors mit dem ebenfalls loslichen '*’I-C3a zu einer
erhohten Adsorption des Radioliganden an die Zelloberfldche fiihrt. Da HEK293 eine homologe,
da humane Zellinie darstellt, besteht jedoch die Moglichkeit, da3 die Induktion des endogenen
C3aR-Gens der HEK293-Zellen durch die Transfektion mit OM angeregt wird; OM wiirde hier
also als eine Art autokrines Differenzierungs-Signal wirken. OM-induzierte C3aR-Induktion
stinde durchaus im Einklang damit, daB OM als Differenzierungsfaktor fiir verschiedene
myeloische Zellinien (U937, MI1) wirkt [139] — schlieBlich exprimieren ja auch
myelomonozytidre Linien wie U937 und HL-60 bei Differenzierung den C3aR. Auch andere
Mitglieder der IL-6-Familie konnen die Differenzierung von z. B. neuronalen Zellinien
[141,142] auslosen. Zudem wurde fiir IL-6 bereits eine entscheidende Rolle in einer autokrinen
proliferativen Riickkopplungsschleife bei der myeloischen Zellinie U266 beschrieben [143].

Zur Klarung der Frage, ob OM-transfizierte HEK293-Zellen tatsdchlich einen loslichen
Faktor abgegeben, der die Expression des endogenen C3aR-Gens induziert, wurden nicht-
transfizierte Zellen mit sterilfiltriertem Zellkulturiiberstand OM-transfizierter Zellen inkubiert.
Tatsichlich konnte dann auch fiir diese Zellen eine erhdhte Fihigkeit zur Bindung von '*1-C3a
nachgewiesen werden — Onkostatin M kiénnte also als neuer Induktor der C3aR-Expression
angesprochen werden! Anhand des beschriebenen Experiments kann natiirlich nicht
ausgeschlossen werden, dal OM nicht direkt, sondern iiber z. B. die Induktion weiterer
Wachstumsfaktoren — auch IL-6 [144], G-CSF und GM-CSF [145] konnen durch OM induziert
werden — Einflufl auf die C3aR-Expression nimmt. Diese Frage wurde jedoch aus Zeitgriinden
im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt, doch zeigt dieses Ergebnis, daf3 sich das
verwendete homologe Expressionsklonierungsverfahren im Prinzip auch zur Klonierung von
Induktoren des eigentlichen Zielgens eignet. Umgekehrt wird hier allerdings auch deutlich,
weshalb normalerweise fiir Expressionsklonierungen keine homologen Zellinien, sondern solche

anderer Species verwendet werden — es besteht sonst immer die Moglichkeit, Zellen zu
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selektionieren, die statt des gesuchten cDNA-Klons das endogene Gen exprimieren. Im Falle des
C3aRs standen jedoch keine heterologen Zellinien zur Verfiigung, da die getesteten Linien COS-
M6, COS-M7 und WOP eine hohe, unspezifische '*’I-C3a-Hintergrundbindung aufwiesen
[Dissertation T. Kretzschmar, 1992].

Die kiirzlich in der Arbeitsgruppe erfolgreich durchgefiihrte Klonierung der Promotorregion
des C3aRs [146] sollte weitere Hinweise auf den Mechanismus der OM-induzierten C3aR-
Expression geben konnen. Die Suche nach responsiven Elementen konnte sich z. B. nach dem
IL-6-responsiven Element des acute-phase response factors APRF [147] oder dem OM-

responsiven Element des o2(I)-Kollagen-Promotors [148] richten.

4.2 Charakterisierung des C3aRs

AuBler einer OM-cDNA, einem potentiellen Induktor der C3aR-Expression, konnte mit dem
beschriebenen Expressionsklonierungsverfahren auch eine cDNA fiir den humanen C3aR isoliert
werden. Inzwischen wurde in der Arbeitsgruppe bestitigt, dal das Gen des humanen C3aRs im
Genom in nur einer Kopie vorliegt, so dafl es gerechtfertigt scheint, von "dem" C3aR und nicht

nur von "einem" C3aR zu sprechen [146].

4.2.1 Sequenz

Der isolierte C3aR-cDNA-Klon, 43/9/37/9 oder pTC10, erwies sich mit einer geschitzten
Linge von ca. 4,3 kBp als auffillig lang — die Linge des Transkripts des verwandten C5aRs
bewegt sich in der Groflenordnung von gut 2 kB [83,84].

Mittels kommerzieller Sequenzierung wurde die genaue Lange des cDNA-Inserts zu 4.276 Bp
bestimmt (Anhang 6.1). An Pos. 68 fand sich ein ATG-Startcodon, das den Beginn eines 1.446
Bp langen offenen Leserasters markierte (Anhang 6.2). Um das Startcodon herum befand sich —
im Gegensatz zum C5aR - die fiir den Translationsstart eukaryontischer mRNAs typische
Sequenz AGXXATGG [149], was die Echtheit des gefundenen Leserasters bestirkte. Das darin
kodierte Protein wies eine Ldnge von 482 Aminosduren auf und hatte eine berechnete
Molekularmasse von 53.864 Da. Eine Hydrophobizitidtsanalyse nach [132] ergab 7 hydrophobe
Bereiche, die als transmembrandse o-Helices gedeutet werden konnen. Vergleich mit der
Sequenz-Datenbank der Rhodopsin-Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [150]
zeigte, daB} etliche der typischen hochkonservierten Sequenzmotive dieser Familie ebenfalls in
pTC10 enthalten waren (GNxLV am Ende der TM1; AD in TM2; C am Ende der 1. EL; CxxW in
der TM4; P in der Mitte und Y am Ende von TMS5; WxP in TM6; NPxxY am Ende von TM7).
Mit Cys95 am Anfang von TM3 und Cys172 am Anfang der 2. EL besitzt auch der C3aR die fiir
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diese Familie typischen Cystein-Reste, die mutmaBlich eine Disulfidbriicke bilden [151,152].
Aufgrund seiner Sequenz muf} der humane C3aR also als G-Protein-gekoppelter Rezeptor
angesehen werden.

Fast gleichzeitig mit uns wurde von R. S. Ames, SmithKline Beecham Pharmaceuticals, King
of Prussia, USA, der ca. 2 kBp lange C3aR-Klon HNFAGO09 veroffentlicht [110]. Weiterhin
erwies sich der schon vorher verdffentlichte kodierende Bereich des "Orphan"-Rezeptor-Klons
AZ3B [153] bis auf eine Punktmutation (C608G ¢ Pro203Arg) als identisch mit dem C3aR.
Dieser ebenfalls ca. 2 kBp lange Klon wurde bei Homologiesuche nach weiteren fMLPR-
Subtypen isoliert.

Bei weitergehenden Sequenzanalysen wurden in der C3aR-Sequenz 2 potentielle N-
Glykosylierungsstellen (NxS/T) an den Postitionen 9 im N-Terminus und 194 am Anfang der
2. EL gefunden; das N-terminale Glykosylierungs-Signal findet sich bei vielen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren der Rhodopsin-Superfamilie. In Kreuzvernetzungs-Experimenten auf
Meerschweinchen-Thrombozyten und humanen polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
bzw. bei Immunprizipitation aus Astrozyten und Monozyten mit anti-C3aR-Antikdrpern wurde
fiir den C3aR eine apparente Molekularmasse von 84 — 114 [69] bzw. 65 kDa [60] ermittelt; dies
deutet darauf hin, daB von zumindest einer der N-Glykosylierungsstellen auch Gebrauch
gemacht wird (berechnete Molekularmasse ca. 54 kDa!).

Eine einzigartige strukturelle Besonderheit des C3aRs stellt allerdings die 2. EL dar, die
mit ca. 175 Aminosduren weit grofier ist als alle bisher bekannten 2. ELs G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren — die des C5aRs hat z. B. nur eine Linge von ca. 20 Aminoséureresten,
die des fMLPRs ca. 40. Zudem fanden sich in der SwissProt-Datenbank bis zur Abgabe dieser
Arbeit keinerlei Sequenzen, die der 2. EL des C3aRs auch nur anndhernd homolog wéren, so daf3
tiber ihre Funktion zunédchst nur Vermutungen angestellt werden konnen (s. u.). Auffallend war
weiterhin der hohe Anteil an Prolin-Resten, der sich mit knapp 10% weit iiber dem Durchschnitt
bewegt.

Erwartungsgemadpf stellte sich der C5aR als ndichster bisher bekannter Verwandter des
C3aRs heraus — mit einer Sequenzhomologie von 32% auf Aminosdureebene, die sich unter
Ignorierung der ungewohnlichen 2. EL des C3aRs noch auf 36% steigert (Anhang 6.4). Die
nichsten gemeinsamen Verwandten von C3aR und C5aR sind der fMLPR sowie die beiden
fMLPR-Homologen fPRH1 (Lipoxin-A4-Rezeptor) und fPRH2 mit ca. 28% Homologie. Auch
chemotaktische Rezeptoren der CCR- und CXCR-Familie gehoren mit rund 20%iger Homologie
in die Verwandschaft des C3aRs, bilden jedoch eine unabhingige Unterfamilie, die sich parallel

zur Gruppe der Anaphylatoxin- und fMLP-Rezeptoren entwickelt zu haben scheint. (In Anhang
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6.3 sind die Interleukin-8-Rezeptoren — heute CXCR2A und CXCR2B - stellvertretend mit in
die Sequenzgegeniiberstellung aufgenommen worden.)

Die 36%ige Homologie zum C5aR mag zunidchst gering erscheinen, doch erwiesen sich
Anaphylatoxin-Rezeptoren auch im Vergleich verschiedener Species als erstaunlich variabel.
Zum Zeitpunkt des Abschlusses dieser Arbeit lagen bereits die Sequenzen des C3aRs und C5aRs
des Menschen [83,84,110,154], des Meerschweinchens [66,155,156], der Maus [157,158] und
der Ratte [159,160] kloniert vor; zusétzlich war der C5aR des Schimpansen, des Orang-Utan, des
Gorillas, des Rhesusiffchens (alle [161]) und des Hundes [162] bekannt. Dabei zeigten sich
unter den C3a- bzw. C5a-Rezeptoren jeweils Verwandschaftsgrade von nur ca. 60% (Ausnahme:
Ratte — Maus ca. 80%; Primaten untereinander >95%), wihrend sich andere homologe G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren verschiedener Mammalia gewohnlich nicht um mehr als 10 —
15% unterscheiden. Anaphylatoxin-Rezeptoren erwiesen sich jedoch als erstaunlich
promiskuitiv, was die phylogenetische Herkunft des Liganden angeht — humanes C3a z. B.
bindet auch an den C3aR des Meerschweinchens, der Maus und der Ratte. Damit scheint die
Annahme gerechtfertigt, da3 Aminosaurereste, die sich beim Sequenzvergleich als konserviert
herausstellen, bei Anaphylatoxinrezeptoren mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit essentielle
Funktionen bei der Ligandenbindung, Signaltransduktion und/oder der Aufrechterhaltung der
Rezeptorstruktur ausiiben. Tatsdchlich hat ein entsprechender Ansatz beim C5aR bereits
wertvolle Erkenntnisse iiber seinen Bindungs- und Signaltransduktionsmechanismus erbracht
[117,163]. Auch der C3aR wird kiinftig Gegenstand solcher Analysen sein.

Die relativ hohe Homologie zwischen C3aR und C5aR war angesichts der ebenfalls hohen
Homologie der entsprechenden Liganden zu erwarten. Ein genauer Vergleich der beiden
Sequenzen zeigt, dal die grolite Homologie in den transmembrandsen Bereichen, namentlich
TM2, TM3 und TMS, zu finden ist. Generell sind fast alle polaren oder geladenen
Aminoséaurereste der TM-Regionen des C5aRs auch im C3aR zu finden. Eine Ausnahme stellt
Asp37 am Anfang der TM1 des C5aRs dar, das keinen entsprechenden Rest im C3aR aufweist;
allerdings konnte fiir diesen Aminosdurerest auch eine Beteiligung an der Ligandenbindung
ausgeschlossen werden [117]. Arg206 im C5aR jedoch, fiir das eine Rolle fiir das Erreichen des
hochaffinen Zustandes des C5aRs bei G-Protein-Kopplung und bei der Signaltransduktion
diskutiert wird [104,117], hat in Arg340 ein Pendant im C3aR; hier miissen sich weitere Studien
anschlieBen, um die Rolle dieses Restes im C3a/C3aR-System zu kldren. Generell féllt auf, dafl
die TM-Dominen des C3aRs deutlich mehr polare Aminosduren — vornehmlich Ser, Thr und

Cys, also solche mit Hydroxyl- oder Sulfhydryl-Gruppen — enthalten als die des C5aRs. Mit
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Lys96 am Anfang von TM3 und Arg376 am Anfang von TM6 weist der C3aR schlieBlich zwei
geladene Reste auf, die keine Entsprechung im C5aR haben.

Eine sehr hohe Homologie zwischen C3aR und C5aR kann auch in der 2. IL beobachtet
werden. Allerdings ist auch beim C5aR bisher nichts bekannt iiber die Rolle, die die 2. IL fiir die
Funktion des Rezeptors spielt; iiber eine Beteiligung an der G-Protein-Kopplung kann nur
spekuliert werden. Fiir die 3. IL des C5aRs hingegen wurde die Bedeutung der Reste Thr235 und
Thr238 fir die Signaltransduktion nachgewiesen [163]; letzterer ist im C3aR zumindest
konservativ ausgetauscht (Ser372), und ein weiteres Ser findet sich 2 Positionen weiter vorne
(Ser370). Weiterhin konnte fiir den oy-adrenergen und den m2-muskarinergen Acetylcholin-
Rezeptor gezeigt werden, dafl Ser/Thr-Reste in der 3. IL Ziel der Phosphorylierung durch G-
Protein-gekoppelte-Rezeptor-Kinasen (GPCRCs) sein konnen [164,165] — eine Moglichkeit, die
auch beim C3aR mit 3 Ser/Thr-Resten in der 3. IL besteht. SchlieBlich wurde auch der C-
Terminus des C5aRs als Ziel von Ser/Thr-Phosphorylierung — teils durch Proteinkinase C (PKC),
teils durch andere Mechanismen — identifiziert, als Komponente des Rezeptor-
Desensitisierungsmechanismus durch Internalisierung [166-168]. Auch der C3aR-C-Terminus
weist zahlreiche Ser- und Thr-Reste auf, die als mogliche Angriffspunkte fiir Kinasen fungieren
konnten.

Die N-Termini schlieBlich von C3aR und C5aR weisen nur geringe Homologie auf. Ist der
N-Terminus des C5aRs mit ca. 35 Aminosduren schon recht kurz, so wird er in dieser Hinsicht
durch den des C3aRs mit ca. 20 Resten noch tibertroffen. Beim C5aR féllt im N-Terminus eine
Héufung von 6 Asp-Resten auf, die hochstwahrscheinlich an der Bindung des basischen
Liganden beteiligt sind. Die Tatsache, daB sich im C3aR-N-Terminus lediglich 3 saure
Aminoséuren (Glu7, Aspl2 und Glu20) befinden, eroffnet die Moglichkeit, dal sich C3a u. U.

eines anderen modus operandi zur Bindung an seinen Rezeptor bedient.

4.2.2 Gewebeexpression

Um mehr iiber die Gewebeexpression des klonierten C3aRs zu erfahren, wurden in unserer
und anderen Arbeitsgruppen Northern-Blot-Analysen von verschiedenen Zellinien und Geweben
durchgefiihrt. Das Insert von pTC10 wurde dazu (iiber BamHI/Xhol) in pBlueskript umkloniert
und zur Herstellung von Digoxigenin-markierten RNA-Sonden verwendet [154].

Es konnte gezeigt werden, dal sowohl U937- als auch HL-60-Zellen nach Differenzierung
mit Bt,cAMP eine stark mit der C3aR-Sonde hybridisierende RNA-Bande bei ca. 2,3 kB

aufweisen; undifferenzierte Zellen hingegen zeigten nur ein schwaches Signal auf dieser Hohe.
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Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, da8 U937 und HL-60 erst nach der Differenzierung
detektierbare Mengen an C3aR exprimieren [33].

Ein weiteres, wesentlich schwicheres Signal wurde bei knapp 4 kB registriert. Zunéchst
wurde angenommen, daf es sich hierbei moglicherweise um ein zweites C3aR-Transkript
handeln konnte — etwa einen anderen Rezeptor-Subtyp oder eine Spleivariante. Aufgrund der
immanenten Ungenauigkeit der Molekulargewichtsbestimmung in Northern-Blots, die stark mit
Nukleinsdure beladen wurden, wire es durchaus moglich gewesen, dal3 dieses Fragment jener
4,3 kBp-cDNA entsprach, welche in pTCI10 kloniert worden war. Ein Vergleich mit den von
anderen Arbeitsgruppen verdffentlichten C3aR-Klonen HNFAGO9 [110] und AZ3B [153] schien
das Vorliegen verschiedener Spleilvarianten zunédchst zu bestitigen: Die 3'-UTR von pTCI10
unterschied sich ab Pos. 413 nach dem Stoppcodon von den sich ab hier identisch fortsetzenden
Klonen HNFAGO09 und AZ3B. Diese Hypothese muflte jedoch verworfen werden, als in der
Arbeitsgruppe die Klonierung des C3aR-Gens samt seiner genomischen Umgebung aus einer
humanen genomischen Lambda-Phagen-Bibliothek gelang [146]. Hier zeigte sich, dal} sich die
3-UTR des C3aRs im Genom ab Pos. 413 nach dem Stoppcodon wie in HNFAGO09 und AZ3B
fortsetzt — und der GroBteil der 3'-UTR in pTCI0 wohl als Klonierungsartefakt angesehen
werden mul}, das durch Rekombinationsereignisse bei der Erstellung der Bibliothek oder den
Isolierungsschritten entstanden ist.

Die Expression des 2,3 kB-Transkripts konnte durch Northern-Blot-Analysen in zahlreichen
Geweben nachgewiesen werden. Neben lymphatischen Organen wie Milz und Thymus scheinen
auch Nebenniere, Magen, Dick- und Diinndarm, Lunge, Plazenta, Ovarien sowie verschiedene
Hirnareale den C3aR zumindest auf mRNA-Ebene zu exprimieren. Inzwischen stehen auch
verschiedene polyklonale Antiseren und monoklonale Antikorper gegen den C3aR zur
Verfiigung [110,128,169]. Mit Hilfe eines solchen Antiserums gelang bei Leukozyten des
peripheren Blutes der Nachweis, dal der C3aR zwar auf myeloischen Zellen, nicht aber auf
Lymphozyten vorkommt [170]. In jiingsten Untersuchungen konnte auch eine C3aR-Expression

auf Astrozyten demonstriert werden [60].

4.2.3 Bindung und Funktion

Der mutmaBliche C3aR-cDNA-Klon pTC10 wurde aufgrund seiner Eigenschaft isoliert,
erhohte '*I-C3a-Bindung an HEK293-Zellen vermitteln zu konnen. Durch Bindungs- und
Funktionsanalysen wurde bestitigt, dal es sich bei dem durch pTCI10 kodierten Protein
tatsdchlich um einen C3aR handelt. Affinitit zu und Spezifitit gegeniiber C3a wurden in

kompetitiven Bindungsstudien bestimmt. Dazu wurden transient mit pTCI10 transfizierte
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HEK293-Zellen mit einer geringen konstanten Menge '*I-markiertem C3a als Tracer und
steigenden Konzentrationen eines Kompetitors inkubiert und die Menge an zellgebundenem
Radioliganden nach Abfiltrieren der Zellen bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dal C3a den Tracer im erwarteten (niedrig nanomolaren)
Konzentrationsbereich ~ verdridngt. Frithere Studien an Meerschweinchen-Thrombozyten,
neutrophilen Granulozyten und Bt,-differenzierten U937-Zellen ergaben
Dissoziationskonstanten von 0,8 — 4,5 nM [33,68,69]; die Auswertung der mit pTC10-
transfizierten HEK293-Zellen gewonnenen Bindungsdaten mit dem Software-Paket RADLIG
4.0 [129] ergab in guter Ubereinstimmung mit der Literatur eine Kp von 4,5 + 1,3 nM.

Bei dem verwendeten C3a handelte es sich um proteinchemisch aus aktiviertem Serum
aufgereinigtes Material. Hier konnte natiirlich die Verunreinigung mit anderen Proteinen,
namentlich C5a, die ebenfalls fiir die beobachteten Effekte verantwortlich sein konnten, nicht
vollig ausgeschlossen werden. Daher wurden synthetische Peptide als Spezifitdtskontrolle
eingesetzt. Das Peptid P117 (N-Leu-Arg-Arg-Gln-Ala-Trp-Arg-Ala-Ser-ALa-Leu-Gly-Ala-Arg-
C) bildet den C-Terminus des C3a nach und vermag auf Meerschweinchen-Thrombozyten ATP-
Freisetzung auszulosen, die C3a-spezifisch ist — wie die ausbleibende Antwort bei
Thrombozyten des C3aR-negativen Meerschweinchen-Stammes C2BB/R™ zeigte [154]. P251
(N-His-Tyr-Asp-Asp-Lys-Asp-Thr-Leu-Asp-Leu-Asn)  hingegen ist nicht C3a-analog.
Tatsichlich konnte '*I-C3a im mikromolaren Bereich durch P117 aus der Bindung verdringt
werden, nicht aber durch P251. Mit leerem Vektor transfizierte HEK293-Zellen dienten als
Negativkontrolle und wiesen keine '*’I-C3a-Bindung auf. Damit war gezeigt, daB das durch
pTC10 kodierte Protein als C3aR angesprochen werden kann.

Zur funktionellen Charakterisierung wurden transient mit pTC10 transfizierte CHO-Zellen
mit *H-myo-Inositol inkubiert und daraufhin auf intrazellulire Freisetzung von *H-IP; nach
Stimulation untersucht. In diesen von U. Raffetseder durchgefiihrten Versuchen zeigte sich, daf3
fir den Nachweis einer funktionellen Antwort die Kotransfektion der Zellen mit der
promiskuitiven "inhibitorischen" G-Protein-Untereinheit Go-16 notwendig war; allein mit
pTCI10 transfizierte CHO-Zellen erwiesen sich als unfdhig zur Signaltransduktion. Dieser
Befund bestiitigte auch experimentell die aufgrund seiner Sequenz bereits getroffene
Einordnung des C3aRs in die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

AuBer C3a vermochte auch das C3a-analoge Peptid P117 eine dosisabhingige *H-IP3-
Freisetzung zu bewirken; die Freisetzung erfolgte dabei im erwarteten Konzentrationsbereich
von einigen nM bzw. uM. Die Tatsache, da zwar P117, nicht aber das nicht-analoge Peptid

P251 eine Antwort hervorzurufen vermochte, zeigt auch hier die Spezifitit des Effekts fiir C3a.

88



4. Diskussion

4.2.4 Vergleichende Charakterisierung hsC3aR/cpC3aR

Das Komplement-Fragment C4a, das beziiglich Sequenz und Raumstruktur hohe Homologie
zu C3a und C5a aufweist, wird gelegentlich als das "dritte Anaphylatoxin" bezeichnet [61].
Diese Klassifikation stiitzt sich auf die Beobachtung, da C4a im Meerschweinchen glatte
Muskulatur zur Kontraktion bringt [61], Granula aus Thrombozyten freisetzt [64] und in
Makrophagen die Produktion hochreaktiver Sauerstoff-Species induziert [65], wobei diese
Effekte generell bei Konzentrationen auftraten, die 2 bis 3 Groenordnungen grofler waren als
bei C3a. Fiir eine anaphylatoxische C4a-Wirkung im Menschen hingegen fehlten iiberzeugende
Daten. Zwar wurden Hautrotungen und -schwellungen nach Injektion von C4a oder C4a-
analogen Peptiden beschrieben [61,171], doch in diesen Versuchsreihen fehlte eine eindeutige
Negativkontrolle. AuBerdem wurde von einer Chemotaxis-inhibierenden Funktion des C4a auf
Makrophagen berichtet — in einem ungewohnlich niedrigen Konzentrationsbereich von 10™® M
[172]. Alles in allem war also noch offen, ob C4a auch im Menschen als Anaphylatoxin
angesprochen werden darf.

Im Meerschweinchen-System gab es Hinweise, die darauf hindeuteten, daB sich C4a zur
Signaltransduktion des C3aRs bedient. C3a (sowie C3a-analoge Peptide) und C4a vermochten
ndmlich das jeweilige Testsystem gegenseitig in einen refraktiren Zustand zu versetzen: Eine
substimulatorische C3a-Gabe vermochte nicht nur eine folgende C3a-, sondern auch eine C4a-
Antwort zu unterdriicken (und umgekehrt). C5a hingegen war von dieser Kreuzdesensitisierung
nicht betroffen [61]. Und schlieBlich erschien nach der Klonierung des humanen C3aRs
(hsC3aR) die Bindung eines weiteren Liganden neben C3a — eben C4a — eine durchaus denkbare
Aufgabe der ungewohnlichen 2. EL dieses Rezeptors.

Allerdings wurden auch gegenteilige Beobachtungen gemacht, die auf einen eigenstindigen
C4aR hinzuweisen schienen: Meerschweinchen-Makrophagen antworteten nach Desensiti-
sierung gegeniiber C4a immer noch mit einer C3a-induzierten Ca**-Freisetzung [65]. Weiterhin
wurde gezeigt, da3 der humane C3aR und der murine C3aR (mmC3aR) in stabil transfizierten
RBL-Zellen zwar auf C3a, nicht aber auf C4a reagieren [173]; auch dies schien zunéchst fiir die
Existenz eines eigenstidndigen C4a-Rezeptors zu sprechen.

Die in der Arbeitsgruppe kiirzlich erfolgreich durchgefithrte Klonierung des
Meerschweinchen-C3aRs (cpC3aR) [66] eroffnete die Moglichkeit, die Frage nach der
anaphylatoxischen Wirkung des C4a im Menschen und seinem Signalweg im Meerschweinchen
durch vergleichende Experimente mit dem hsC3aR anzugehen.

Ein Manko aller bisher beschriebenen Studien war die Tatsache, daf das jeweils verwendete

C4a proteinchemisch aus aktiviertem Serum oder in vitro-gespaltenem C4a aufgereinigt worden
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war. Somit konnte eine Kontamination mit C3a oder C5a nicht vollig ausgeschlossen werden,
und bei den hohen (mikromolaren!) Konzentrationen, in denen C4a erst seine Wirkungen zu
entfalten beginnt, konnten schon geringste Spuren der anderen Anaphylatoxine fiir die
beobachteten Effekte verantwortlich sein. Daher wurde fiir die in der Arbeitsgruppe
durchgefiihrten Versuche rekombinant produziertes C4a verwendet, um Kontamination mit C3a
oder C5a auszuschliefen. Im ATP-Freisetzungstest am Meerschweinchen-Thrombozyten konnte
gezeigt werden, dafl sich das rekombinante C4a funktionell wie sein proteinchemisch
aufgereinigtes Pendant verhielt. Es wurden sowohl wt-C4a als auch C4a mit Hise-Tag
[Diplomarbeit A. Holzer, 1996] verwendet, die sich jedoch beziiglich Bindung und
Signaltransduktion praktisch gleich verhielten.

Fir die Expression des hsC3aRs wurde das Plasmid pTCCO (s. u.) verwendet, das den
hsC3aR mit FLAG-Epitop und 5-UTR des C5aRs im eukaryontischen Expressionsvektor
pcDNA3 enthielt. Der cpC3aR wurde ohne 5-UTR und mit 48 Bp genomischer 3'-Sequenz aus
pcDNA3 exprimiert (pSL94). Nach Transfektion in HEK293-Zellen wurden kompetitive
Bindungsstudien mit '*I-C3a durchgefiihrt; als Spezifititskontrolle wurden wiederum das C3a-
analoge synthetische Peptid P117 und das nicht-verwandte P251 mitgefiihrt. Es zeigte sich, daf3
C4a den Tracer sowohl vom cpC3aR als auch vom hsC3aR im gleichen Konzentrationsbereich
von = 10 uM verdringen konnte. Funktionsstudien an mit Go-16 kotransfizierten HEK293-
Zellen (durchgefiihrt in Kooperation mit R. S. Ames, SmithKline Beecham Pharmaceuticals,
King of Prussia, USA) zeigten allerdings, dal zwar der cpC3aR auf C4a-Stimulation mit einer
intrazellulidren Ca2+—Freisetzung antwortete (EDsy = 8,7 = 0,52 nM), der hsC3aR aber auch bei
Konzentrationen von bis zu 1 uM C4a keine Signaltransduktion ausloste (s. auch Tab. 3.1, S.
78). (Aktivierung des hsC3aRs bei noch hoheren C4a-Konzentrationen wire wohl kaum noch
physiologisch relevant, liegt doch die maximal theoretisch mogliche Serumkonzentration von
C4a bei nur wenigen uM.)

Offen bleibt, ob auch Meerschweinchen-C4a den cpC3aR zu aktivieren vermag.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse jedoch, da 1) humanes C4a im
Meerschweinchen tatsidchlich als "drittes Anaphylatoxin" angesprochen werden muf3 und 2)
humanes C4a seine Wirkungen im Meerschweinchen, nicht aber im Menschen iiber den C3aR
entfalten kann. Freilich kann anhand dieser Ergebnisse weder ausgeschlossen werden, daf es
einen eigenstdndigen C4a-Rezeptor gibt, noch dal sich in Zukunft auch im Menschen noch
eindeutige C4a-Effekte zeigen werden — Es kénnen jedoch zumindest alle bisher beobachteten
C4a-Effekte befriedigend alleine durch die Kreuzaktivierbarkeit des cpC3aRs durch humanes

C4a erklirt werden! (Eine Ausnahme stellt vielleicht die Beobachtung einer Inhibierung C3a-
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induzierter O, -Generierung durch C4a in Meerschweinchen-Makrophagen dar [65] — allerdings
konnte dieser Effekt auch auf einer C3a-Kontamination der in dieser Studie verwendeten C4a-

Préparation zuriickzufiihren sein.)

4.3 Konstruktion von C3aR/C5aR-Chimiren

Nach der erfolgreichen Klonierung des C3aRs sollten in der Rezeptorsequenz Bereiche
eingegrenzt werden, die an der Ligandenbindung und der Signaltransduktion beteiligt sind. Dazu
wurde das Verfahren der Chimirenbildung eingesetzt, das z. B. beim C5aR/fMLPR bereits
erfolgreich Verwendung gefunden hat und zur Eingrenzung von Ligandenbindungsstellen in
beiden Rezeptoren fiihrte. Als Partnermolekiil fiir die Chimédrenbildung wurde — als néchster
Verwandter — der C5aR ausgewdhlt, da er einerseits geniigend homolog zum C3aR ist, um
erfolgreiche Expression zu versprechen, andererseits aber auch Erkenntnisse dariiber zu erwarten
waren, wie die beiden homologen Rezeptoren zwischen ihren ebenfalls homologen Liganden zu
diskriminieren vermogen.

Die Auswahl der fiir die Chimérenkonstruktion eingesetzten Rezeptormodule richtete sich
zum einen nach den Erkenntnissen, die bereits iiber das Bindungsverhalten des C5a/C5aR-
Systems bekannt waren (s. auch Einleitung): Nach einem etablierten Modell bindet C5a mit
seinem globuldren, basischen N-terminalen Kernbereich an den sauren N-Terminus des C5aRs,
wihrend der flexible C5a-C-Terminus mit Aminoséureresten in der 2. EL und den TM-Regionen
des Rezeptors wechselwirkt. Zum anderen erschien es naheliegend anzunehmen, daf3 die
ungewohnliche 2. EL des C3aRs Aufgaben bei der Ligandenbindung wahrnimmt. Daher wurden
die N-Termini und die 2. ELs beider Rezeptoren zum Austausch bestimmt. Damit kann jeder
Rezeptor als in 4 Module geteilt gedacht werden: 1) N-Terminus; 2) TM1 — TM4; 3) 2. EL; 4)
TMS — C-Terminus.

Alle 16 durch Kombination dieser Module moglichen Chiméren (einschlieflich der beiden
wt-Rezeptoren) wurden im eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3 generiert und zur
Normalisierung der Expression mit der 5-UTR des C5aRs versehen. Zusitzlich wurde jede
Chimédre N-terminal mit dem FLAG-Epitop zur immunologischen Detektion mittels
kommerzieller anti-FLAG-Antikorper ausgestattet. Nach transienter Transfektion in HEK293-
Zellen wurden alle Chiméren immunologisch auf Zelloberflichenexpression getestet, in
Bindungsstudien auf '*’I-C3a- und '*I-C5a-Bindung untersucht und funktionell charakterisiert;
letzteres geschah (in Kooperation mit R. S. Ames, SmithKline Beecham Pharmaceuticals, King
of Prussia, USA) nach Kotransfektion mit Go-16 durch fluorometrische Messung der

intrazelluliren Ca®*-Freisetzung nach Stimulation mit C3a und C5a sowie synthetischen C3a-
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bzw. CSa-analogen Peptiden. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. 3.2, S. 78,

zusammengefalt.

4.3.1 Expression

Alle Chiméren wurden in FACS-Experimenten mit monoklonalen Antikorpern gegen die 2.
EL des C3aRs, den N-Terminus des C5aRs und gegen das FLAG-Epitop auf
Zelloberflachenexpression getestet. Dabei zeigte sich, dal rund die Hilfte der Konstrukte nicht
auf der Zelloberfliche nachzuweisen waren — darunter fast alle mit dem C3aR-N-Terminus
(Ch#1 — Ch#6; Ausnahme: Ch#7). Lediglich eine der Chiméren mit dem N-Terminus des C5aRs
(Ch#9) wies ebenfalls mangelnde Oberflachenexpression auf. Die Expression der iibrigen
Chiméren erfolgte generell eher schwicher als die der Wildtyp-Rezeptoren. Dies steht im
Gegensatz zu dem, was iiber C5aR/fMLPR-Chimiren berichtet wird — die iiberwiegende
Mehrheit dieser Konstrukte wurde in groen Mengen an der Zelloberfliche nachgewiesen
[114,115].

Durch vollstandige Sequenzierung der nicht-exprimierten Konstrukte wurde ausgeschlossen,
daBl eine ungewollte Mutation im kodierenden Bereich fiir die fehlende Expression
verantwortlich war. Mutationen im nicht-kodierenden Bereich bzw. im Vektor wurden als
Ursache dadurch ausgeschlossen, dal exemplarisch aus den Chimédren pTCC1 und pTCC2 die
eigentlichen chimiren Bereiche (ab der 2. EL) in den — gut exprimierten — wt-C3aR pTCCO
umkloniert wurden. Auch dieses Procedere fiihrte zu keiner detektierbaren Expression der
entsprechenden Rezeptormutanten.

Diese Beobachtungen zeigten, dal zumindest in der verwendeten Zellinie HEK293 andere
Bereiche auBler 5'-UTR und N-Terminus Einfluf auf Translation, Faltung und/oder Transport zur
Zelloberflache haben. In den beschriebenen C5aR/fMLPR-Chimidren wurden andere Zellinien
(COS-7 bzw. CHO-L 761H) fiir die Expression verwendet; moglicherweise begiinstigen deren
spezifische Expressionseigenschaften die Expression chimédrer G-Protein-gekoppelter

Rezeptoren (wobei sich in der Literatur dariiber keinerlei Hinweise fanden).

4.3.2 Der Rezeptor-N-Terminus bestimmt die Affinitit zu C5a

AuBler fiir den wt-C5aR (Ch#F) konnte u. a. auch fiir die Chimire #8 — vorstellbar als ein
C3aR mit C5aR-N-Terminus — eine merkliche Affinitit zu '*I-C5a nachgewiesen werden; die
Dissoziationskonstante fiir C5a war dabei nur um eine Grofenordnung hoher als fiir den wt-
C5aR. Erwarungsgemif3 konnte keine Bindung von C5a an den wt-C3aR (Ch#0) beobachtet

werden. Diese Ergebnisse bestétigen, was fiir den C5aR aufgrund zahlreicher indirekter Befunde
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schon ldnger vermutet wird [53,98-100,115] — ndmlich, daB3 der N-Terminus des C5aRs einen
betrichtlichen Anteil der Bindungsenergie zum Liganden bereitstellt. Allerdings konnte mit
Ch#8 erstmals direkt anhand eines exprimierten Zelloberflichenrezeptors gezeigt werden, dal3
der C5aR-N-Terminus allein ausreicht, um hochaffine C5a-Bindung zu vermitteln.

Die funktionellen Studien ergaben eine Uberraschung: Das C5a-analoge Peptid H-8135
erwies sich als erstaunlich promiskuitiv gegeniiber der Herkunft des transmembrandsen
Helixbiindels. AuBler auf dem wt-C5aR (Ch#F) und der Chimire #7 (ein C5aR mit C3aR-N-
Terminus, also das Pendant zu Ch#8) vermochte H-8135 mit praktisch gleicher Effizienz (im
niedrig-mikromolaren Bereich) auf dem wt-C3aR (Ch#0) und auf Ch#8 Signaltransduktion
auszulosen. Ch#8 antwortete auch auf C5a mit gegeniiber dem wt-C5aR (Ch#F) nur moderat
beeintrichtigter Effizienz — nicht aber der wt-C3aR (Ch#0) oder Ch#7. Damit ergibt sich
folgendes Bild: Prinzipiell stellt C5a einen potentiellen Liganden fiir den C3aR dar — einzig
iiber die fehlende hochaffine Bindung zum N-Terminus diskriminiert der C3aR gegen den
"falschen'' Liganden C5a!

Aus diesen Daten ergibt sich allerdings, dafl alle bisher durch Studien mit C5a-analogen
Peptiden gewonnenen Daten einer kritischen Priifung unterzogen werden miissen. Zumindest auf
Zellen, die neben dem C5aR auch den C3aR exprimieren, konnten beschriebene C5a-Peptid-
Effekte auch durch den C3aR vermittelt worden sein. Dies diirfte z. B. auch die Erkldrung fiir die
mit manchen C5a-analogen Peptiden beobachtete Kreuzdesensitisierung des C3aRs im
Meerschweinchen-Thrombozyten darstellen [94]. Weiterhin konnte dies zur Erkldarung des
Phinomens beitragen, daB manche C5a-Peptide je nach Testsystem verschiedene Reihenfolgen

beziiglich ihrer Aktivitit aufweisen [174].

4.3.3 Die 2. EL:s sind Kkritisch fiir die Rezeptorkonformation

Chimaére #A — ein C3aR mit N-Terminus und 2. EL des C5aRs — zeigte eine im Vergleich zu
Ch#8 erhohte Affinitdt zu C5a und band den Liganden sogar mit wt-Affinitdt (was die
Vorstellung einer CS5a-Bindungsstelle in der 2. EL des C5aRs unterstiitzt). Auch Ch#B und
Ch#C, die ebenfalls diese beiden C5aR-Module enthalten, vermochten C5a mit wt-Affinitdt zu
binden. Allerdings zeigten nur der wt-C5aR (Ch#F) und Ch#8 — beide mit Helixbiindel und 2.
ELs der jeweils gleichen Herkunft (Ch#F: C5aR; Ch#8: C3aR) — mit C5a Signaltransduktion.
Durch den Austausch der 2. ELs gegen das jeweilige heterologe Modul (Uberginge Ch#F ¢
Ch#D; Ch#8 ¢ Ch#A) geht offenbar die Fihigkeit zur Signaltransduktion durch C5a verloren.
Auch die Transduktionseffizienz des CS5a-analogen Peptids H-8135 wurde durch die Austausche

stark beeintréchtigt.
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Diese Ergebnisse sind schwierig zu interpretieren und moglicherweise das Ergebnis eines
indirekten Effekts: Die Fihigkeit zur Signaltransduktion eines Rezeptors hingt kritisch von der
Positionierung der transmembrandsen Helices ab. Es ist also denkbar, daf die extrem
unterschiedliche Lédnge der 2. ELs von C3aR und C5aR - 175 vs. 20 Aminosduren —
verschiedene Effekte auf die Bewegungsfreiheit der TM-Bereiche hat. So mag der C5aR fiir die
Signaltransduktion eine sehr rigide Positionierung der durch die 2. EL verbundenen Helices TM4
und TMS fordern, wihrend der C3aR hier vielleicht gerade mehr Spielraum benotigt. Demnach
wire vorstellbar, dal das Einfithren der "falschen" 2. EL die Signaltransduktion — auch bei
Erhaltung der Ligandenbindung wie im Falle von Ch#8 ¢ Ch#A — zum Erliegen bringt. (Die
verschiedenen relativen Positionen der Cystein-Reste zu Beginn der 2. ELs der beiden
Rezeptoren, die mit dem jeweiligen Cys am Anfang der TM3 mutmaBlich eine Disulfidbriicke
bilden, diirften hierbei wohl keine bedeutende Rolle spielen, da sich die relativen Lingen der
jeweiligen Abschnitte der Schlaufen um nur 2 Reste unterscheiden.) Diese Sensitivitidt gegeniiber
Storungen der genauen Anordnung der transmembrandsen Helices wiirde auch mit der
offensichtlichen Inkompatibilitit von TM-Modulen verschiedener Herkunft iibereinstimmen:
Chimédren mit gemischten Helixbiindeln (Ch#B, Ch#C und Ch#E) zeigten keinerlei
Signaltransduktion.

Zur Analyse von Rezeptormutanten werden parallel zum eigentlichen Liganden meist
zusitzlich Antagonisten verwendet, die an eine andere Bindungsstelle als der Ligand binden.
Erhaltene Antagonistenbindung bei verringerter oder fehlender Ligandenbindung wird dabei als
Hinweis dafiir angesehen, daB3 die Rezeptorstruktur durch die Mutation nicht wesentlich
beeintrichtigt wurde. Fiir Anaphylatoxin-Rezeptoren sind bisher leider noch keine hochaffinen
Antagonisten bekannt — dieser Nachteil konnte in dieser Arbeit jedoch durch die parallele
Vermessung beider Anaphylatoxine sowie der analogen Peptide z. T. ausgeglichen werden.
Durch den Verlust funktioneller Antwort bei Austausch der 2. ELs oder eines TM-Moduls —
z. T. sogar bei erhaltener Ligandenbindung — konnte das Zusammenwirken der transmem-
branésen Helices und der 2. ELs als funktionelle Einheit demonstriert werden!

Diese Ergebnisse zeigen jedoch auch, dal kiinftige Deletionsmutanten in der 2. EL des C3aRs
mit Vorsicht zu interpretieren sind. Bleibt die C3a-Bindung erhalten — wie im Falle einer
kiirzlich veroffentlichten Spleifvariante des Meerschweinchen-C3aRs, der 35 Aminoséduren in
der 2. EL fehlen [155] —, so kann eine Beteiligung der jeweiligen Reste an der C3a-Bindung
wohl ausgeschlossen werden. Fehlende Bindung / Rezeptoraktivierung konnte jedoch — wie bei

Chimire #A — das Ergebnis einer gestorten Rezeptorkonformation sein. In diesem Falle konnte
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wiederum mit einem synthetischen C5a-analogen Peptid die generelle Fahigkeit des Konstrukts

zur Signaltransduktion iiberpriift werden.

4.3.4 Der C3aR-N-Terminus ist nicht essentiell fiir C3a-Bindung/Signaltransduktion

AuBler dem wt-C3aR (Ch#0) zeigte lediglich Ch#8 detektierbare C3a-Bindung und
Signaltransduktion sowohl mit C3a und dem C3a-analogen Peptid H-1264. Da die Chimdire #8
sowohl C3a als auch C5a bindet und auch auf beide Anaphylatoxine mit Signaltransduktion
antwortet, muf Ch#8 als echter hybrider C3a/C5a-Rezeptor angesehen werden! Ch#8 kann als
C3aR mit dem N-Terminus des C5aRs beschrieben werden. Die Tatsache, dal Ch#8 weiterhin
C3a bindet und funktionell auf C3a antwortet, deutet darauf hin, daf} der N-Terminus des C3aRs
nicht essentiell fiir die Ligandenbindung und die Signaltransduktion ist.

Nun ist allerdings denkbar (wenn auch aufgrund der geringen Homologie der N-Termini von
C3aR und C5aR unwahrscheinlich), daB beim Ubergang Ch#0 ¢ Ch#8 Aminosiurereste aus
dem C5aR-N-Terminus verlorengegangene  Funktionalititen des C3aR-N-Terminus
tibernommen haben. Um dies auszuschlieBen, wurden in der Arbeitsgruppe von R. S. Ames,
SmithKline Beecham Pharmaceuticals, King of Prussia, USA, generierte N-terminale
Deletionsmutanten des C3aRs beziiglich C3a-Bindung und Signaltransduktion untersucht. Dabei
zeigte sich, daB3 die Entfernung der ersten 9 bzw. 16 N-terminalen Aminosdurereste keinen
nennenswerten Einfluf auf die Ligandenbindung oder die Signaltransduktion durch C3a oder
H-1264 hatte. (Eine Deletionsmutante ohne die ersten 22 Aminosiduren wurde nicht mehr auf der
Zelloberflidche exprimiert.) Damit war eindeutig gezeigt: Der N-Terminus des C3aRs ist weder
fiir die Bindung des Liganden noch fiir die Signaltransduktion essentiell. Das 2-Punkt-
Bindungsmodell, das sich fiir den C5aR etabliert hat [53], trifft also nicht auf das C3a/C3aR-
System zu!

Uber die Rolle, die die anderen Module des C3aRs moglicherweise fiir die Bindung des
Liganden spielen, kann anhand der konstruierten Chiméren leider keine endgiiltige Aussage
getroffen werden. Der Austausch jedes weiteren Moduls des C3aRs nach dem N-Terminus
(Ch#0 ¢ Ch#8) fiihrte zu einem Verlust an detektierbarer C3a-Bindung (Ch#8 ¢ Ch#C;
Ch#8 0 Ch#A; Ch#8 ¢ Ch#9). Ch#9 wird allerdings nicht auf der Zelloberfliche exprimiert,
und Ch#A und Ch#C liegen wahrscheinlich in einer inaktiven Konformation vor (4.3.3). Sollte
also die C3a-Bindung — im Gegensatz zum C5a — von der genauen Rezeptorkonformation
abhingen, wire dies eine ebenso plausible Erklarung fiir das Verschwinden der C3a-Bindung bei

Austausch eines Moduls wie die Annahme einer Bindungsstelle im jeweiligen Modul.
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So kann auch die Beteiligung der ungewohnlich groen 2. EL des C3aRs an der C3a-Bindung
nicht ausgeschlossen werden — allerdings spricht auBer obigen Resultaten auch die geringe
Sequenzhomologie der 2. EL zwischen den C3aR-Sequenzen verschiedener Species eher gegen
eine essentielle Rolle bei der Bereitstellung von Kontaktpunkten zum Liganden. Wie eine
Sequenzgegeniiberstellung (Anhang 6.5) zeigt, sind zwischen Mensch, Meerschweinchen, Maus
und Ratte gerade 23% der Aminosdurereste in der 2. EL streng und nur 40% konservativ erhalten
— gegeniiber einer allgemeinen Homologie von rund 60% {iber die gesamte Sequenz. Allerdings
vermag der C3aR aus all diesen Species humanes C3a zu binden. Dies deutet eher darauf hin,
dal die variable Schlaufe nicht an der Bindung dieses einen Liganden beteiligt ist.
Moglicherweise erfiillt ein Grofteil der Aminosdurereste in der 2. EL des C3aRs keine
spezifische Funktion, sondern sorgt lediglich fiir die richtige Linge der Polypeptidkette. Im
Zusammenspiel mit den — wenigen — konservierten Resten ist schlieBlich die Bindung eines
weiteren, zwischen Species moglicherweise ebenfalls sehr variablen Liganden denkbar. Uber
dessen Natur 146t sich derzeit allerdings nur spekulieren — moglich wire z. B. eine Beteiligung
an Zell-Matrix- oder Zell-Zell-Wechselwirkungen; so konnte etwa fiir die 2. ELs der grolen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor-Subklasse der olfaktorischen Rezeptoren eine entscheidende Rolle

bei der Zielfindung der Axone beim Wachstum olfaktorischer Neuronen gezeigt werden [175].

4.4 Weiterfithrende Charakterisierung der Bindungsstelle in der 2. EL. des C5aRs

Firr die 2. EL des C5aRs konnte bereits eine Beteiligung an der Bindung des Liganden C5a
nachgewiesen werden: Die Substitution von Glul99 in der 2. EL durch Gln fiihrte zu einer
verminderten Bindung und Signaltransduktion sowohl von C5a als auch von C5a-desArg74
sowie entsprechender synthetischer CS5a-analoger Peptide [103]. Als wahrscheinlicher
Wechselwirkungspartner wurde das Lysin an Position 68 im C5a postuliert.

Diese Wechselwirkung wurde in Kooperation mit P. N. Monk, Department of Molecular
Biology and Biotechnology, University of Sheffield, UK, weiter charakterisiert. Dazu wurden
verschiedene, an den Positionen 68 und 74 mutierte C5a-Mutanten rekombinant exprimiert und
beziiglich Bindung und Funktion vermessen. Dabei standen stabil mit dem wt-C5aR bzw. einer
Glul99Lys-C5aR-Mutante transfizierte RBL-2H3-Zellen zur Verfiigung, mit denen kompetitive
Bindungsstudien und funktionelle Untersuchungen in Form des Histamin-Freisetzungstests
durchgefiihrt wurden. Zudem wurden alle C5a-Mutanten im Glucosaminidase-Freisetzungstest
(GARA) auf Bt,cAMP-differenzierten U937-Zellen funktionell charakterisiert. Die Ergebnisse

dieser Versuche sind in Tab. 3.3, S. 79 zusammengestellt.
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Zunichst sei festgestellt, daBl alle im GARA gewonnenen Funktionsdaten um ca. eine
GroBenordnung  kleinere  EDso-Werte  lieferten als die entsprechenden  Histamin-
Freisetzungsversuche mit wt-C5aR-transfizierten RBL-Zellen, wobei jedoch die Werte der
einzelnen C5a-Mutanten relativ zueinander unabhédngig vom Testsystem weitgehend gleich
blieben. Da aber beim Histamin-Freisetzungstest im Gegensatz zum GARA auch Daten fiir den
Glul99Lys-C5aR ermittelt werden konnten, wird im folgenden nur von den Funktionsdaten der

RBL-Zellen die Rede sein.

4.4.1 Die Lys68/Glu199-Wechselwirkung ist essentiell fiir Rezeptoraktivierung durch
C5a-desArg74, nicht jedoch durch C5a

Es zeigte sich, dafl der Wegfall der Lys68/Glu199-Wechselwirkung tatsdchlich einen geringen
Verlust an Aktivitdt mit sich brachte, sowohl im Falle des C5a[Glu68] auf dem wt-C5aR als
auch beim wt-C5a auf dem Glul99Lys-C5aR. Durch den reziproken Austausch
C5a[Glu68]/Glul99Lys-C5aR konnte die wt-Aktivitit jedoch weitgehend wiederhergestellt
werden. Alles in allem handelte es sich jedoch nur um geringe Anderungen der Aktivitit, so daB
der Lys68/Glu199-Wechselwirkung fiir die Aktivierung des Rezeptors durch C5a keine tragende
Rolle zuzukommen scheint. Dies wird bestétigt durch C5a[Met68]: Diese generell zur
Wechselwirkung mit Pos. 199 im C5aR unfidhige Mutante wies sowohl auf dem wt-, als auch auf
dem mutierten C5aR die gleiche, gegeniiber dem wt-C5a nur wenig verringerte Aktivitdt auf.
Dies steht im Einklang mit Beobachtungen, die mit CS5a-analogen Peptiden gemacht wurden:
Trugen diese Met anstelle des homologen Lys, diskriminierten sie ebenfalls nicht zwischen dem
wt-C5aR und einer Glul99GIn-C5aR-Mutante [103]. AuBerdem demonstriert dieser Befund,
daf} die allgemeine rdumliche Struktur des Glul99Lys-C5aR zumindest soweit intakt zu sein
scheint, daf} er prinzipiell wie der wt-C5aR aktivierbar ist.

Ein ginzlich anderes Bild bot sich beim CS5a-desArg74. Auf dem wt-C5aR erwies sich
rekombinantes CS5a[Lys68]-desArg74 als praktisch genauso aktiv wie C5a (im Gegensatz zu aus
Serum aufgereinigtem — glykosyliertem! — CS5a-desArg74, das 1. d. R. eine 10 — 100fach
geringere Aktivitdat aufwies). Austausch von Lys68 gegen Glu fiihrte hier allerdings zu einem
vollstidndigen Verlust der Transduktionseffizienz; ebenso erwies sich C5a[Lys68]-desArg74 als
komplett inaktiv auf dem Glul99Lys-C5aR. Durch den reziproken Austausch C5a[Glu68]-
desArg74/Glul99Lys-C5aR konnte die Aktivitét teilweise wiederhergestellt werden, wenn auch
nur zu einem 3.000stel der wt-Aktivitit. Offenbar ist die Lys68/Glul99-Wechselwirkung
essentiell fiir die Aktivierung des C5aRs durch C5a-desArg74. Bei wt-C5a hingegen hat diese
Wechselwirkung nur wenig Einfluf auf die Aktivitit des Liganden!
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Zum Teil mag dieses Phidnomen in der kiirzlich in NMR-Studien gezeigten Riickfaltung des
C5a-C-Terminus in Richtung auf den globuldren N-Terminus des Molekiils begriindet liegen
[12]. Diese Struktur wird durch eine Wechselwirkung von Arg74 mit Arg62 stabilisiert, so daf3
der C-Terminus eine recht rigide Konformation einnehmen diirfte. Damit konnte es fiir
C5a[Lys68] und C5a[Glu68] moglich sein, den jeweiligen Rest an Pos. 68 auch gegen die
elektrostatische AbstoBung bei jeweils "falschem" Interaktionspartner im CS5aR in die
Bindungstasche zu zwingen und so den Rezeptor zu aktivieren. Beide C5a-desArg74-Mutanten
hingegen wiren aufgrund fehlender Stabilisierung des Peptid-Riickgrats dazu nicht in der Lage.
Dies konnte auch erkldren, weshalb C5a-analoge Peptide viel stdrker — bis zu einem Faktor von
100 [176] — auf die Glul99Lys-Substitution im Rezeptor reagieren; auch bei Anwesenheit eines
C-terminalen Arginin-Restes diirften Peptide keine rigide Konformation einnehmen konnen, da
das komplementédre Arg62 fehlt.

Eine mogliche Erklidrung fiir die nicht vollstindige Wiederherstellung der wt-Aktivitdt bei
C5a[Glu68]-desArg74/Glul99Lys-C5aR ist der Verlust an hydrophoben Wechselwirkungen, der
durch die kiirzere CH,-Kette des Glu68 im Vergleich zu Lys68 auftreten konnte.

Der C5a[Asp74]-Mutante fehlt — wie im Falle des C5a-desArg74 — die Guanidino-Funktion
der C-terminalen Aminoséure; allerdings besitzt sie — wie wt-C5a — die Carboxylat-Funktion des
Peptid-Riickgrats in Pos. 74. Diese Mutante wies sowohl auf dem wt- als auch auf dem mutierten
C5aR fast die gleiche Aktivitdt auf und legt somit nahe, daf3 die Entscheidung, inwieweit die
Lys68/Glu199-Wechselwirkung fiir die Aktivierung des Rezeptors durch den Liganden
notwendig ist, durch die An- oder Abwesenheit der C-terminalen Carboxylat-Funktion in
Pos. 74 gefillt wird. Dabei stellt Arg206 einen moglichen Wechselwirkungspartner im C5aR
dar, iiber den die Responsivitit gegeniiber C5a/C5a-desArg74 reguliert werden kann. Fiir diesen
Rest wurde bereits eine Funktion fiir die Wechselwirkung mit der C-terminalen Carboxylat-
Funktion des C5a [104] und fiir die Aufrechterhaltung eines hochaffinen Zustandes des C5aRs
durch G-Protein-Kopplung [117] beschrieben. Sicherlich ist die CS5a[Asp74]-Mutante wegen
ithrer sauren Seitenkette in Pos. 74 zur Kldrung dieser Fragestellung nicht optimal geeignet (war
sie doch urspriinglich fiir eine ganz andere Fragestellung generiert worden), doch diirften

Folgeexperimente mit z. B. C5a[Ala74] diese Hypothese bestitigen.

4.4.2 Bindung an den C5aR und Rezeptoraktivierung sind unabhiingige Schritte

Alles in allem scheint CS5a-desArg74 seine Wirkungen iiber den C5aR vermittels eines
anderen Bindungs/Signaltransduktionsmechanismus auszuiiben als C5a. Um dies zu iiberpriifen,

wurden kompetitive Bindungsstudien mit den transfizierten RBL-Zellen durchgefiihrt. Wie diese
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zeigten, bewirkte der Austausch von Lys68 im C5a durch Glu eine 7fache Verringerung der
Affinitit des Liganden zum Rezeptor; die wt-Affinitdt konnte jedoch durch den reziproken
Austausch von Glul99 im Rezeptor durch Lys wiederhergestellt werden. C5a[Lys68] zeigte
schlieBlich auf dem Glul99Lys-C5aR erwartungsgemil eine dhnlich verringerte Affinitdt wie
C5a[Glu68] auf dem wt-C5aR. Diese Ergebnisse legen nahe, da die Lys68/Glul99-
Wechselwirkung in Ubereinstimmung mit den Funktionsdaten tatsichlich einen — wenn auch
kleinen (ca. 5 kJ/mol) — Beitrag zur Ligandenbindung leistet.

C5a-desArg74 bot ein komplizierteres Bild. Schon C5a[Lys68]-desArg74 wies auf dem wt-
C5a eine iiber 10fach geringere Affinitdat auf als wt-C5a — was im Einklang steht mit der
Hypothese, dal die Guanidino-Funktion des Arg74 durch Wechselwirkung mit einem noch
unbekannten Partner im C5aR ebenfalls einen Beitrag zur Bindungsenergie liefert [104]. Im
Gegensatz zu den Funktionsdaten zeigte sich jedoch, daBl C5a[Glu68]-desArg74 auf dem
wt-C5aR  nur um eine GroBenordnung schlechter als auf dem Glul99Lys-C5aR,
C5a[Lys68]-desArg74 auf dem Glul99Lys-C5aR sogar mit gleicher Affinitdt wie auf dem
wt-C5aR  bindet — bei jeweils voOllig fehlender Funktion. Der reziproke Austausch
C5a[Glu68]-desArg74/Glul99Lys-C5aR lieferte ebenfalls wt-Bindung.

Diese Daten legen nahe, da3 die Lys68/Glu199-Wechselwirkung zwar einen groBen Einfluf3
auf die Rezeptoraktivierung durch CS5a-desArg74 hat, fiir die Bindung des desarginierten
Liganden jedoch von weitaus geringerer Bedeutung ist. Demnach sind Bindung an den C5a-
Rezeptor und Aktivierung desselben zwei konsekutive, unabhdingige Schritte. Dies vermag
auch zu erkldren, weshalb z. B. die Aktivierung des wt-C5aRs durch C5a[Lys68]-desArg74 mit
praktisch gleicher Effizienz erfolgt wie durch C5a[Lys68], obwohl ersteres 10fach schlechter an
den Rezeptor bindet als wt-C5a: Bei der Durchfiihrung von Bindungsstudien kann die
Formierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes als ein Gleichgewichtsprozess beschrieben
werden, bei dem die Assoziationsreaktion — relativ unabhingig von der Art des Liganden —
diffusionskontrolliert ablaufen diirfte. Die Dissoziation allerdings erfolgt mit einer
Geschwindigkeit, die von der Stirke der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand
abhéingt, so daB sich hier der Ausfall eines Wechselwirkungspartners durchaus in der
Gleichgewichtskonstante Kp = koko, bemerkbar machen sollte. Bei der Durchfiihrung eines
Funktionstests steht dem Rezeptor-Ligand-Komplex jedoch noch eine weitere Alternative zum
Zerfall offen: die Aktivierung des Rezeptors mit der Geschwindigkeitskonstante ks, die
letztendlich ein Signal — etwa freigesetzte Enzym- oder Histaminmenge - anndhernd
proportional zur Menge der aktivierten Rezeptoren ergeben sollte. Solange nun die

Rezeptoraktivierung hinreichend schnell verlduft, d. h. kyans >> kogr, sollten sich Anderungen in
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der Affinitit nicht in der Aktivitit des Liganden bemerkbar machen. Erst wenn k. in die
GroBenordnung von ki,,s und dariibber kommt (was aufgrund verstirkter Dissoziation der Fall
sein konnte) oder k.ns an sich sinkt (bei schlechterer Transduktionseffizienz), sollte die Aktivitit
des Liganden herabgesetzt werden. Dies mag beobachtet worden sein bei z. B. der im Vergleich
zu C5a[Lys68]-desArg74 nur 10fach schlechteren Bindung von C5a[Glu68]-desArg74 an den
wt-C5aR, wobei sich ersteres als so aktiv wie wt-C5a zeigte, wihrend letzteres iiberhaupt keine

mefBbare Aktivitdt mehr aufwies.

4.4.3 Vergleich der 2. ELs des C3aRs und des C5aRs

Es konnte gezeigt werden, dafl die Wechselwirkung von Lys68 im C5a mit Glul199 in der 2.
EL des C5aRs keine essentielle Rolle fiir die Aktivierung durch den wt-Liganden spielt, CSa-
desArg74 hingegen sehr wohl auf diese Interaktion angewiesen ist. Ein Sequenzvergleich von
C5a mit C3a (s. Anhang 6.4) zeigt nun, dafl dieses zwar keinen zu Lys68 im C5a homologen
Rest aufweist — die 7. Aminosdure vom C-Terminus aus ist hier ein Serin —, doch nur zwei
Positionen weiter N-terminal findet sich ein Argininrest, dafl eine dem Lys68 im C5a analoge
Funktion ausiiben konnte. Allerdings besitzt der C3aR am Ende seiner 2. EL keine zu Glu199 im
C5aR homologe saure Aminosdure — auch nicht in unmittelbarer Umgebung der fraglichen
Position. Moglicherweise liegt hier die Erkldrung dafiir verborgen, weshalb C5a-desArg74 auf
dem C5aR noch immer eine betridchtliche Restaktivitidt aufweist, C3a-desArg77 sich hingegen
bisher als vollkommen inaktiv erwiesen hat. Auch die Tatsache, dal C5a — zumindest prinzipiell
— den C3aR zu aktivieren vermag, mag ihre Ursache darin haben, daB3 C5a nicht auf einen
Wechselwirkungspartner fiir Lys68 angewiesen ist. Arg206 hingegen scheint eine entscheidende
Rolle bei der Aktivierung des C5aRs durch C5a zu spielen [104,117] — hat aber in Form von
Arg340 auch ein Pendant im C3aR.

Das Einfiithren eines Glutamat-Restes etwa an Pos. 333 am Ende der 2. EL des C3aRs konnte
evtl. helfen, diese Hypothese zu iiberpriifen. Moglicherweise lieBe sich so ndmlich ein C3aR

erzeugen, der sowohl fiir C5a-desArg74 als auch fiir C3a-desArg77 empféanglich ist.
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6. Anhang

6.1

Der Klon 43/9/37/9 = pTC10

CAGGACTCGT
TTTAGCAATG
GAATGAGCCC
GCCAGGCAAT
AATTTGGTTC
GCTGGCTCAC
CCCCTCCATC
GGATCGCTGT
GGCCTGCTCT
CGTGTACCGG
CTCCAGCTCA
AAACATTGTT
AAATGATCAT
TGCAGATTCA
ATTTAAACCT
CGAAACCAGC
TAGCGCTTCT
CAATTTAGGC
CACTAGGCTA
CATTGICTTC
GGCCGTGGTG
CCTGTCATTG
TGTATGCATT
GGGGAAAGAT
CAGTGAGGAG
TAGTACAACT
AGTGAAAGTT
AGAATCAATC

ACTTGTTAGA

11

GGAGACATCC
GCGTICTTTCT
CCAGTAATTC
GGGCTGGTGC
CTCCACCTCA
TTGGCTCTCC
ATTGTCCTCA
CTTGTGGTAT
ATCTGTGGAT
GAAATCTTCA
TTAGATTATC
CAGCCGCCTG
CCTTGGACAG
CTCCCTAGGG
GCTGATGTGG
CCACTGGATA
AGCAATTCCT
CAATTCACAG
GTGGTGGGTT
CGAATGCAAA
GTGGTGGCTG
CTTACTGACC
GCTCTAGCAT
TTTAGGAAGA
CTCACACGTT
GTGTGAAAAT
TATAAGAGGA
CAGCGGTTICT

AATGCAAATT

21

AGGTGCTGAA
CTGCTGAGAC
TCTCCATGGT
TGTGGGTGGC
CCTTGGCGGA
AGGGACAGTG
ACATGTTTIGC
TCAAGCCAAT
GTATCTGGGT
CTACAGACAA
CAGACTTTTA
GAGAAATGAA
TCCCCACTGT
GTTCTGCTAG
TCTCACCTAA
ACTCTGATGC
TCTACGAGTC
ATGACGATCA
TCCTGCTGCC
GGGGCCGCTT
TCTTTICTTGT
CAGAAACTCC
CTGCCAATAG
AAGCAAGGCA
CCACCCACTG
GTGGAGCAGC
TGAAGTGATA
CAAACGGTAC

CTCAAGCCGC

31

GCCTTCAGCT
CAATTCAACT
CATTCTCAGC
TGGCCTGAAG
CCTCCTCTGC
GCCCTACGGC
CAGTGTICTTC
CTGGTGTCAG
GGTGGCTTTT
CCATAATAGA
TGGAGATCCA
TGATAGGTTA
CTTCCAACCT
GTTAACAAGT
AATCCCCAGT
TTTTCTCTCT
TGAGCTACCA
AGTGCCAACA
CTCTGTTATC
CGCCAAGTCT
CTGCTGGACT
CTTGGGGAAA
TTGCTTTAAT
GTCCATTCAG
TCCCTCAAAC
CAACAAGCAG
TGGTGAGCAG
ACAGACTATT

ATCCCAGACT

41

ACTGTCTCAG

GACCTACTCT

CTTACTTTTT

ATGCAGCGGA

TGCCTCTCCT

AGGTTCCTAT

CTGCTTACTG

AATCATCGCA

GTGATGTGCA

TGTGGCTACA

CTAGAAAACA

GATCCTTCCT

CAAACATTTC

CAAAATCTGT

GGGTTTCCTA

ACTCATTTAA

CAAGGTTTCC

CCCCTCGTGG

ATGATAGCCT

CAGAGCAAAA

CCATACCACA

ACTCTGATGT

CCCTTCCTTT

GGAATTCTGG

AATGTCATTT

GGGCTCTTAG

CGGACTTCAA

GGCATCAGCA

TGCTGAATCG

51

TTTTTTGAAG

CACAGCCATG

TACTGGGATT

CAGTGAACAC

TGCCCTTCTC

GCAAGCTCAT

CCATTAGCCT

ATGTAGGGAT

TTCCTGTGTT

AATTTGGTCT

GGTCTICTTGA

CTTTCCAAAC

AAAGACCTTIC

ATTCTAATGT

TTGAAGATCA

AGCTGTTCCC

AGGATTATTA

CAATAACGAT

GTTACAGCTT

CCTTTCGAGT

TTTTTGGAGT

CCTGGGATCA

ATGCCCTCTIT

AGGCAGCCTT

CAGAAAGAAA

GCAATCACAT

AAACTGTCAA

TCACCTAGAA

GAATCTCTGG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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116

11

21

31

41

51

GGGTTGGGAC CCAGCAAGGG CACTTAACAA ACCCTCGTTT CTGATTAATG CTAAATGTAA

GAATCATTGT

GCTACTTTGT

TTAGCATTGA

TTTCATGCGT

CACTAGCTGT

GTGTGAGACC

CTCTACTGGG

GCATGAACCC

GCTCAATGCC

CAAGCTCCTG

CACCAAGGAG

GGATGTCAAG

GGTCAATGAT

GACCATGACC

GGAGAGTGAC

CCGGGCCCTC

GGACCTCAAT

TGGCACTAAC

CAAGCAGGGC

AGGAGATGAT

AGGTGAGGGC

GGACCTGGAC

CACTGAGGAC

GCCAGGGACT

CAAGGAGGAG

GACCAAACCT

CTCACCTAGT

CCCAGGTGGT

GCCAGGCGAT

GCCGGCCCTG

TGACCTGAAG

GGCCAAGCTC

AAACATTAGT

TTTTAAATGA

AAAAACGTGT

GATAGTGCCA

GAGGATAATG

TGTGTAGAGG

CCAGCCAAGT

CTTGTGCTGT

CACAAGGACC

GCCTCACTGG

GTTCGCAGCT

ATGGCCATCC

GCCCAGAAGG

AAGATCCAGA

AACAACACAG

AAGATGATTG

GCCTGGACCA

TCAACAGGCC

TCTGGCAGCA

CCCTACTCAA

GAGGTGAGCG

CTCACAGCTG

TACAACCTTA

GCGCCTGCAG

GAGACGGAGG

GTGCTTATGG

GGCAGCACCA

GGCCCGGGAA

CTGGTTATGT

CAGGATGTAC

GAGGAGGATG

TCACCAGCCA

TCTATTTCTA

TGTTGAATAT

GCAAGCAACA

GCAAGGCTGC

CCCCAGCCAC

CGCACCAGCG

CTCGGGATGG

TTTGTGAGAG

ACCAGTACCA

TGAAGCGCCT

CAATCCGCCA

TGCAGATCAT

TGACTGAGGG

AGCACCAGGA

CCCTTTTGCT

TGGATCCCGT

AGAGTGCCGA

CTGCACCCAT

GCCAGCCCAT

GTGCAGAGCC

GCCTTATGCG

ACAGCCAGCC

TTGTTATTGA

GAACCCCTGG

CTGCCATTGG

CTCTTGCGGA

GCTCAGGGCT

CCCTGGATGA

GCAACCAGTG

CAGGGGAGGA

GCAGCCTCAG

ACCAGCGGAA

TCCCAAACTA

TTGTCGATAT

GTGCTTCTCC

CACCGACGCC

CAGCTACTGT

GGTGAAGTAC

TGAACGTACT

CTGTGATACT

GTTCTTAGAG

TGGGGACAAA

GGTGTCTGAC

GAAGGAGCTG

GCAGCAGGAG

GCACATTCTG

TTCTAAGAAG

GGAGCCACAT

GGCCTTTGGC

GGCCCCTCCA

GGAGGTGCAG

CCATGTGTCA

CAAGGTGCCA

ACCCGTCTIC

ACGTGGCGCT

TGCCCCACCC

AGCCCCTCCT

GGGTCCTGGT

GGAGGTGGTG

CAGTGCCACC

TGAGTTTTGT

GTGGAGCTGC

CCTGGATGGT

ATGTGAGCGT

AGCTATGTGA

TTCCATCATT

AAAGACATCG

CAGGATGCSA

GTGGAGTGCT

ACCAAGGACC

GTCTATTGCA

CTCACCTGCC

GATGCAGTGA

CATGCAACAT

GTACAGAAGC

AATAAGCGGG

CGCCTGGAGC

CGCTTTGCCT

TTGATCTACT

GGCGAGATGA

AAGATTGTGG

AGAGCCCCAG

GAAGGCTATG

GGTGTGAAAC

CGAGTGAGCC

AAGGTCTTCC

GCCGCTGCAG

CTGGCTGGCA

ACTGCCACTG

GCTGAGGGTC

GCTCCTGAGG

ATTTGCCGTIG

TTCCACCTGG

TCACTCTGCC

GCAGACAGCA

GTACTGCTGG

AATAAGAGAA

AAATTTTTCC

TGGAGAATTA

ACCAGTGCTIG

CGGAGCCTICT

ATACTGTGCG

ACGTACACAA

GAGACTGCCA

GGAACCAGCG

TGCAGAAGAG

GTGTGCAAGT

GCCGTGTGCT

GGCAGCACTG

CTTGGGCTICT

TCCAGCTGCA

AGTTTCAGTG

CAGAGCGTCC

GGCCCCTGAG

GCTTTGGGTC

GGTCCCGCTC

TTGAACGCCT

CAGGCAGTAC

CTACCGGCCA

TGGCCATTGT

AGGGCCCTGA

CCCGCCTGGC

GTACCTCAGC

TCTGCCAGAA

ACTGTCACCT

ATGTGCTCCC

CTGGCGTGGT

CCCTATTCTG

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



6. Anhang

11

21

31

41

51

TCACGAACCC TGCCGCCCCC TGCATCAGCT GGCTACCGAC TCCACCTTICT CCCTGGACCA

GCCCGGTGGC

TCCCTACAGC

CAAGTTAACT

GACGCGCATG

GCCGATGAGC

TGGCCCCTGA

ACCCCATCCC

TCCTCACGAT

AAAAAAAAAA

ACCCTGGATC

TCCCCACAGG

GAGGACAAGG

AACGAGGCCT

CTGCCTGGTG

GGCTGGAGCC

CACTCCCCTG

ATGGTTTTTA

AAAAAA

TGACCCTGAT

AGTTTGCCCA

CAGACGTGCA

TCGGTGACAC

CTGGCCTGAG

CCCATGGCCA

GTGGCCTGAC

CTTCTGTGGA

CCGTGCCCGC

GGATGTGGGC

GTCCATCATC

CAAGTTCTCT

TTCCCAGGAG

GCCCAGCCTG

TCCCACTCCC

TTTAATAAAA

CTCCAGGAGA

CGCATGTTCA

GGCCTGCAGC

GCTGTGCTGG

CTGICTGGTG

GCTCTGTTCT

TGGTGGCCCC

ACTTCACCAG

AGTTGTCACC

AGCAATTCAA

GCTTCTTCGA

TGGAGCCCCC

GCCCTGGTGA

CTGTCCTGTC

ATCCCCCAGT

TTCAAAAAAA

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4276

Das Startcodon ATG ist fett und unterstrichen, das Stoppcodon TAG kursiv und unterstrichen dargestellt.
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6.2

Das offene Leseraster der C3aR-cDNA pTC10!

ATGGCGTCTTTCTCTGCTGAGACCAATTCAACTGACCTACTCTCACAGCCATGGAATGAG
MetAlaSerPheSerAlaGluThrAsnSerThrAspLeuLeuSerGlnProTrpAsnGlu

CCCCCAGTAATTCTCTCCATGGTCATTCTCAGCCTTACTTTTTTACTGGGATTGCCAGGC
ProProValIleLeuSerMetValIleLeuSerLeuThrPheLeuLeuGlyLeuProGly

AATGGGCTGGTGCTGTGGGTGGCTGGCCTGAAGATGCAGCGGACAGTGAACACAATTTGG
AsnGlyLeuValLeuTrpValAlaGlyLeuLysMetGlnArgThrValAsnThrIleTrp

TTCCTCCACCTCACCTTGGCGGACCTCCTCTGCTGCCTCTCCTTGCCCTTCTCGCTGGCT
PheleuHisLeuThrLeuAlaAspLeuLeuCysCysLeuSerLeuProPheSerLeulAla

CACTTGGCTCTCCAGGGACAGTGGCCCTACGGCAGGTTCCTATGCAAGCTCATCCCCTCC
HisLeuAlaLeuGlnGlyGlnTrpProTyrGlyArgPheLeuCysLysLeulleProSer

ATCATTGTCCTCAACATGTTTGCCAGTGTCTTCCTGCTTACTGCCATTAGCCTGGATCGC
IleIleValLeuAsnMetPheAlaSerValPheLeuLeuThrAlalleSerLeuAspArg

TGTCTTGTGGTATTCAAGCCAATCTGGTGTCAGAATCATCGCAATGTAGGGATGGCCTGC
CysLeuValValPheLysProIleTrpCysGlnAsnHisArgAsnValGlyMetAlaCys

TCTATCTGTGGATGTATCTGGGTGGTGGCTTTTGTGATGTGCATTCCTGTGTTCGTGTAC
SerIleCysGlyCysIleTrpValValAlaPheValMetCysIleProValPheValTyr

CGGGAAATCTTCACTACAGACAACCATAATAGATGTGGCTACAAATTTGGTCTCTCCAGC
ArgGluIlIlePheThrThrAspAsnHisAsnArgCysGlyTyrLysPheGlyLeuSerSer

TCATTAGATTATCCAGACTTTTATGGAGATCCACTAGAAAACAGGTCTCTTGAAAACATT
SerLeuAspTyrProAspPheTyrGlyAspProLeuGluAsnArgSerLeuGluAsnIle

GTTCAGCCGCCTGGAGAAATGAATGATAGGTTAGATCCTTCCTCTTTCCAAACAAATGAT
ValGlnProProGlyGluMetAsnAspArgLeuAspProSerSerPheGlnThrAsnAsp

CATCCTTGGACAGTCCCCACTGTCTTCCAACCTCAAACATTTCAAAGACCTTCTGCAGAT
HisProTrpThrValProThrValPheGlnProGlnThrPheGlnArgProSerAlaAsp

TCACTCCCTAGGGGTTCTGCTAGGTTAACAAGTCAAAATCTGTATTCTAATGTATTTARAA
SerLeuProArgGlySerAlaArgLeuThrSerGlnAsnLeuTyrSerAsnValPheLys

CCTGCTGATGTGGTCTCACCTAAAATCCCCAGTGGGTTTCCTATTGAAGATCACGAAACC
ProAlaAspValValSerProLysIleProSerGlyPheProIleGluAspHisGluThr

AGCCCACTGGATAACTCTGATGCTTTTCTCTCTACTCATTTAAAGCTGTTCCCTAGCGCT
SerProLeuAspAsnSerAspAlaPhelLeuSerThrHisLeuLysLeuPheProSerAla

TCTAGCAATTCCTTCTACGAGTCTGAGCTACCACAAGGTTTCCAGGATTATTACAATTTA
SerSerAsnSerPheTyrGluSerGluLeuProGlnGlyPheGlnAspTyrTyrAsnLeu

GGCCAATTCACAGATGACGATCAAGTGCCAACACCCCTCGTGGCAATAACGATCACTAGG
GlyGIlnPheThrAspAspAspGlnValProThrProLeuValAlalleThrIleThrArg

CTAGTGGTGGGTTTCCTGCTGCCCTCTGTTATCATGATAGCCTGTTACAGCTTCATTGTC
LeuValValGlyPheLeuLeuProSerValIleMetIleAlaCysTyrSerPheIleVal

TTCCGAATGCAAAGGGGCCGCTTCGCCAAGTCTCAGAGCAAAACCTTTCGAGTGGCCGTG
PheArgMetGIlnArgGlyArgPheAlalysSerGlnSerLysThrPheArgValAlaVal

GTGGTGGTGGCTGTCTTTCTTGTCTGCTGGACTCCATACCACATTTTTGGAGTCCTGTCA
ValValValAlaValPheLeuValCysTrpThrProTyrHisIlePheGlyValLeuSer

TTGCTTACTGACCCAGAAACTCCCTTGGGGAAAACTCTGATGTCCTGGGATCATGTATGC
LeuLeuThrAspProGluThrProLeuGlyLysThrLeuMetSerTrpAspHisValCys

! Zugriffsnummer fiir die EMBL-Nukleotid-Datenbank: Z73157
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1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420



6. Anhang

ATTGCTCTAGCATCTGCCAATAGTTGCTTTAATCCCTTCCTTTATGCCCTCTTGGGGAAA
IleAlaLeuAlaSerAlaAsnSerCysPheAsnProPheLeuTyrAlaLeuLeuGlyLys

GATTTTAGGAAGAAAGCAAGGCAGTCCATTCAGGGAATTCTGGAGGCAGCCTTCAGTGAG
AspPheArgLysLysAlaArgGlnSerIleGInGlyIleLeuGluAlaAlaPheSerGlu

GAGCTCACACGTTCCACCCACTGTCCCTCAAACAATGTCATTTCAGAAAGAAATAGTACA
GluLeuThrArgSerThrHisCysProSerAsnAsnValIleSerGluArgAsnSerThr

ACTGTGTGA
ThrvVal—--—-—

1320
440

1380
460

1440
480

1449
482

MutmasBliche transmembrandse Bereiche sind grau unterlegt (nach [150]), potentielle N-Glykosylierungsstellen sind

unterstrichen dargestellt.

119



6. Anhang

6.3 Sequenzvergleich chemotaktischer Rezeptoren

CLUSTAL W (1.74)

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

hsC5aR
hsC3aR
hsfMLPR
hsNKAR
hsIL-8RA
hsIL-8RB

120

multiple sequence alignment

———-MNSFNYTTPDYGHYDDKD—-——————— TLDLNTPVDKTSNTLRVPDILALVIFAVVEL
————— MASFS—————-—--AETN-———-—----STDLLS-QPWNEP--—-—-PVILSMVILSLTFL
————————————————— METN-—-———SSLPTNISGGTPAVSAGYLFLDIITYLVFAVTEV
———————— MGTCDIVTEANIS—---———SGPESNTTGITAFSMP-SWQLALWAPAYLALVL

————— MSNITDPQMWDEFDDLN-—-—-FTGMPPADEDYSPCMLETETLNKYVVIIAYALVFEL
MEDFNMESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPESLEINKYFVVIIYALVEL

VGVLGNALVVWVTAF-EAKRTINAIWFLNLAVADFLSCLALPILFTSIVQHHHWPFGGAA
LGLPGNGLVLWVAGL-KMQRTVNTIWFLHLTLADLLCCLSLPFSLAHLALQGQWPYGRFL
LGVLGNGLVIWVAGF-RMTHTVTTISYLNLAVADFCEFTSTLPFFMVRKAMGGHWPFGWE'L
VAVTGNAIVIWIILAHRRMRTVTNYFIVNLALADLCMAAFNAAFNFVYASHNIWYFGRAF
LSLLGNSLVMLVILYSRVGRSVIDVYLLNLALADLLFALTLP IWAASKVNG—-WIFGTFL
LSLLGNSLVMLVILYSRVGRSVIDVYLLNLALADLLFALTLP IWAASKVNG—-WIFGTFL

* % ok o . . ek e o kk o * .k

CSILPSLILLNMYASILLLATISADRFLLVFKPIWCQONFRGAGLAWIACAVAWGLALLLT
CKLIPSIIVLNMFASVFLLTAISLDRCLVVFKPIWCQNHRNVGMACSICGCIWVVAEFVMC
CKEVFTIVDINLEGSVFLIALIALDRCVCVLHPVWTQNHRTVSLAKKVIIGPWVMALLLT
CYFONLFPITAMEVSIYSMTATAADRYMAIVHPFQPRL--SAPSTKAVIAGIWLVALALA
CKVVSLLKEVNFYSGILLLACISVDRYLAIVHATRTLT-QKRHLVKEVCLGCWGLSMNLS
CKVVSLLKEVNFYSGILLLACISVDRYLAIVHATRTLT-QKRYLVKFICLSIWGLSLLL

* . * . * % . . . * .. .

IPSFLYRVVREEYFPPKVLCGVDYS————————————————
IPVFVYRE IFTTDN-—HNRCGYKFGLSSSLDYPDFYGDPLENRSLENIVQPPGEMNDRLD
LPVIIRVTTVPGKTG-TVACTFNFSP——————————————
SPQCEYSTVIMDQG——ATKCVVAWP——————————————————

LPFFLFRQAYHPNNS—-SPVCYEVLG-————————————————— -
LPVLLFRRTVYSSNV-SPACYEDMG——————————————————————
* *
—————— HD—————————————————————— = —KRRER——————————————————————
PSSFQTNDHPWTVPTVFQPQTFQRPSADSLPRGSARLTSQNLYSNVFKPADVVSPKIPSG
————WINDP————————————————— KERIKVAVAM-———————————————————————
—————— ED———————————————————————§GGKT-———————————————————————
—————— ND————————————————————— - —TAKWR————————————————————————
—————— NN————————————————————— -~ TANWR————————————————————————

—-—AVAIVRLVLGFLWPLLTLTICYTFILLRTWS———————————— RRATRS-TKTLKVVV
LVAITITRLVVGFLLPSVIMIACYSFIVFRMQR-———————————— GRFAKSQSKTFRVAV
LTVRGIIRFIIGFSAPMSIVAVSYGLIATKIHK-——————————— QOGLIKS—-SRPLRVLS
LLLYHLVVIALIYFLPLAVMEFVAYSVIGLTLWRRAVPGHQAHGANLRHLQAKKKFVKTMV
MVLR-ILPHTFGFIVPLEFVMLFCYGFTLRTLFK-——————————— AHMGQK-HRAMRVIF
MLLR-ILPQSFGFIVPLLIMLFCYGFTLRTLFK-———-———————— AHMGQK-HRAMRVIF

* . *

49
35
38
45
51
60

108
94
97
105
109
118

168
154
157
163
168
177

193
212
182
186
192
201

200
272
197
193
199
208

332

245
380
244
253
245
254



6. Anhang

hsC5aR AVVASFFIFWLPYQVTGIMMSFLEPSSP————— TFLLLNKLDSLCVSFAYINCCINPIIY 300
hsC3aR VVVAVFLVCWTPYHIFGVLSLLTDPETP————— LGKTLMSWDHVCIALASANSCENPFLY 435
hsfMLPR FVAAAFFLCWSPYQVVALIATVRIRELLQG——--MYKEIGIAVDVTSALAFFNSCLNPMLY 301
hsNKAR LVVLTFAICWLPYHLYFILGSFQEDIYC—————— HKFIQQVYLALFWLAMSSTMYNPIIY 307
hsIL-8RA AVVLIFLLCWLPYNLVLLADTLMRTQVIQESCERRNNIGRALDATEILGFLHSCLNPIIY 305
hsIL-8RB AVVLIFLLCWLPYNLVLLADTLMRTQVIQETCERRNHIDRALDATEILGILHSCLNPLIY 314
*. Kook Kk : . : HIN R
hsC5aR VVAGQGFQGRLRKSLP—————————————————————— SLLRNVLTEESVVRESKSFTRS 338
hsC3aR ALLGKDFRKKARQSIQ-—————————""""—"————————— GILEAAFSEELTRSTHCPSNN- 472
hsfMLPR VFMGQDFRERLIHALP—————————"————————————— ASLERALTEDSTQTSDTATNST 339
hsNKAR CCLNHRFRSGFRLAFRCCPWVTPTKEDKLELTPTTSLSTRVNRCHTKETLFMAGDTAPSE 367
hsIL-8RA AFIGONFRHGFLKIL-——————————————————————— AMHGLVSKEFLARHRVTSYT- 340
hsIL-8RB AFIGQKFRHGLLKIL-——————————————————————— ATHGLISKDSLPKDSRPSFVG 350
. * . . . PR

hsC5aR TVDTMAQKTQAV——————————————————— 350
hsC3aR VISERNSTTV-————————-———————————— 482
hsfMLPR LPSAEVALQAK-—————————"————————— 350
hsNKAR ATSGEAGRPQDGSGLWFGYGLLAPTKTHVEI 398
hsIL-8RA SSSVNVSSNL-———————————————————— 350
hsIL-8RB SSSGHTSTTL-———————————————————— 360

z < ] -
Sequence 1: hsC5aR 350 aa % % % < £ <
Sequence 2: hsC3aR 482 aa ™ Q Q = = =
Sequence 3: hsfMLPR 350 aa T < < T < <
Sequence 4: hsNKAR 398 aa
Sequence 5: hsIL-8RB 360 aa
Sequence 6: hsIL-8RA 350 aa
Sequences (1:2) Aligned. Score: 32 (36)
Sequences (1:3) Aligned. Score: 28 (32)
Sequences (1:4) Aligned. Score: 21
Sequences (1:5) Aligned. Score: 23
Sequences (1:6) Aligned. Score: 22
Sequences (2:3) Aligned. Score: 30
Sequences (2:4) Aligned. Score: 16
Sequences (2:5) Aligned. Score: 21
Sequences (2:6) Aligned. Score: 19
Sequences (3:4) Aligned. Score: 18
Sequences (3:5) Aligned. Score: 26
Sequences (3:6) Aligned. Score: 25
Sequences (4:5) Aligned. Score: 18
Sequences (4:6) Aligned. Score: 22
Sequences (5:6) Aligned. Score: 75

MutmaBliche transmembrandse Bereiche sind grau unterlegt (nach [150]). Die in Klammern angegebenen
Homologiegrade wurden unter Auslassung der 2. EL des C3aRs gewonnen; gleiches gilt fir das average distance-
Dendrogramm (rechts).
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6. Anhang

6.4 Sequenzvergleich humaner C3aR / humaner C5aR

CLUSTAL W (1.74) multiple sequence alignment

hsC5aR MNSENYTTPDYGHYDDKDTLDLNTPVDKTSNTLRVPDILALVIFAVVEFLVGVLGNALVVW 60
hsC3aR MASFSAET-———————— NSTDLLSQPWNEP—————— PVILSMVILSLTFLLGLPGNGLVLW 46
* **- * :.* *. * s, * **::**:::.**:*: **.**:*
hsC5aR VTAFEAKRTINAIWFLNLAVADFLSCLALPILFTSIVQHHHWPFGGAACSILPSLILLNM 120
hsC3aR VAGLKMQRTVNTIWFLHLTLADLLCCLSLPFSLAHLALQGQWPYGRFLCKLIPSIIVLNM 106
*:-:: ** * * ok ok k. * ** * ** ** 13 s . . ** * *.: * k. * ***
hsC5aR YASILLLATISADRFLLVFKPIWCQNFRGAGLAWIACAVAWGLALLLTIPSFLYR|AVAI 204
hsC3aR FASVFLLTAISLDRCLVVFKPIWCQNHRNVGMACSICGCIWVVAFVMCIPVFVYR|AITI 338
:**::**::** * % *:*********.*..*:* *. * :*::: * % *:**|~k::*.
hsC5aR VRLVLGFLWPLLTLTICYTFILLRTWSRRATRS-TKTLKVVVAVVASFFIFWLPYQVTGI 263
hsC3aR TRLVVGFLLPSVIMIACYSFIVFRMOQRGRFAKSQSKTFRVAVVVVAVFLVCWTPYHIFGV 398
***:*** * . . **:**::* * ::* :**::*.*.*** *:: * **:: *::
hsC5aR MMSFLEPSSPTFLLLNKLDSLCVSFAYINCCINPIIYVVAGQGFQGRLRKSLPSLLRNVL 323
hsC3aR LSLLTDPETPLGKTLMSWDHVCIALASANSCFNPFLYALLGKDFRKKARQSIQGILEAAF 458
HE Kook pkprok R kpkkg ok kg (kg Kok (R, HH
hsC5aR TEESVVRESKSFTRSTVDTMAQKTQAV 350
hsC3aR SEE-LTRSTHCPSNNVIS——ERNSTTV 482
ol R RS S HE A
Sequence 1: hsC5aR 325 aa
Sequence 2: hsC3aR 309 aa

Sequences (1:2) Aligned. Score: 36

MutmaBliche transmembrandse Bereiche sind grau unterlegt (nach [150]); polare oder geladene Reste in den TM-
Bereichen sind fett gedruckt. Die 2. ELs beider Rezeptoren wurden aus der Gegeniberstellung herausgenommen;
die entstandene Llcke ist durch einen senkrechten Strich | markiert.
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6. Anhang

6.5 Sequenzvergleich C3a-Rezeptoren verschiedener Species

CLUSTAL W (1.74)

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

hsC3aR
cpC3aR
mmC3aR
rnC3aR

multiple sequence alignment

MASFSAETNSTDLLSQPWNEPPVILSMVILSLTFLLGLPGNGLVLWVAGLKMQRTVNTIW
MESSSAETNSTGLHLEPQYQPETILAMAILGLTEVLGLPGNGLVLWVAGLKMRRTVNTVW
MESFDADTNSTDLHSRPLFQPQDIASMVILGLTCLLGLLGNGLVLWVAGVKMKT TVNTVW
MESFTADTNSTDLHSRPLFKPQDIASMVILSLTCLLGLPGNGLVLWVAGVKMKRTVNTVW

* % * e kkk Kk Kk * .k * ek kk kK ekkk khkkhkhkkhkkhkkk o kk o *kkk ook

FLHLTLADLLCCLSLPFSLAHLALQGQWPYGRFLCKLIPSIIVLNMFASVFLLTAISLDR
FLHLTVADFVCCLSLPFSMAHLALRGYWPYGEILCKFIPTVIIFNMFASVFLLTAISLDR
FLHLTLADFLCCLSLPFSLAHLILQGHWPYGLFLCKLIPSIIILNMFASVFLLTAISLDR
FLHLTLADFLCCLSLPFSVAHLILRGHWPYGLFLCKLIPSVIILNMFASVFLLTAISLDR

khkkhkkkohkkeookhkkhkhkhkkhkhkkekkhk Kok *kk%k ehkkkekkeoe okeokhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkk ki

CLVVFKPIWCQONHRNVGMACSICGCIWVVAFVMCIPVEVYREIFTTDNHNRCGYKFGLSS
CLMVLKPIWCQONHRNVRTACIICGCIWLVAFVLCIPVEVYRETFTLENHTICTYNFSPG—
CLIVHKPIWCQONHRNVRTAFAICGCVWVVAFVMCVPVEVYRDLEF IMDNRSICRYNFDSSR
CLMVHKPIWCQNHRSVRTAFAVCGCVWVVTFVMCIPVFVYRDLLVVDDYSVCGYNFDSSR

* Kk . * *kkkkkk kK * * *** * * . ** * ****** . . *x k. *

SLDYPDF-YGDPL-ENRSLENIVQP-PGEMNDRLDP-SSFQTNDHPWIVPTVEFQPQTFQR
SFDYLDYAYDRDAWGYGTPDPIVQ-LPGEMEHRSDP-SSFQTQODGPWSVTTTLYSQTSQR
SYDYWDYVYKLSLPESNSTDNSTAQLTGHMNDRSAP-SSVQARDYFWIVTTALQSQPFLT
AYDYWDYMYNSHLPEINPPDNS-—---TGHVDDRTAPSSSVPARD-LWTATTALQSQTFHT

* % * * * .. * * ** . * * . * . *

PSADSLPRGSARLTSQNLYSNVFKPADVVSPKIPSGFPIEDHETSPLDNSDAFLSTHLKL
PSEDSFHMDSAKLSGQGKYVD—————— VVLPTNLCGLPMEENRTNTLHN-AAFLSSDLDV
SPEDSFSLDSA--NQQPHYGG—--KPPNVLTAAVPSGFPVEDRKSNTL-NADAFLSAHTEL
SPEDPFSQDSA--SQQPHYGG--KPPTVLIATIPGGFPVEDHKSNTL-NTGAFLSAHTEP
*_: -** . * * . *: . * . * *...:..* * ****:.
FPSASSNSFYESELPQGFQODYYNLG-QF TDDDQVPTPLVAITITRLVVGEFLLPSVIMIAC
S-NATQKCLSTPEPPQ——-DFWDDLSPFTHEYRTPRLLKVITFTRLVVGF LLPMIIMVAC
FPTASSGHLYPYDFQG—-—--DYVD———-QF TYDNHVPTPLMAITITRLVVGFLVPFFIMVIC
SLTASSSPLYAHDFPD———DYFD———QLMYGNHAWTPQVAITISRLVVGFLVPFFIMITC

* . . * . . . ** ******* * ** *

YSFIVFRMOQRGRFAKSQSKTFRVAVVVVAVEFLVCWTPYHIFGVLSLLTDPETPLGKTLMS
YTLIIFRMRRVRVVKSWNKALHLAMVVVTIFLICWAPYHVFGVLILFINPESRVGAALLS
YSLIVFRMRKTNFTKSRNKTFRVAVAVVTVEFICWTPYHLVGVLLLITDPESSLGEAVMS
YSLIVFRMRKTNLTKSRNKTLRVAVAVVTVFFVCWIPYHIVGILLVITDQESALREVVLP

* . * *** . ** K e oo ok o ** ok . ** *** * * .. . * .

WDHVCIALASANSCENPEFLYALLGKDFRKKARQSIQGILEAAFSEELTRSTHCPSNNVIS
WDHVSIALASANSCENPEFLYALLGRDLRKRVRQSMKGILEAAFSEDISKSTSFIQAKAFS
WDHMSTIALASANSCENPEFLYALLGKDFRKKARQSIKGILEAAFSEELTHSTNCTQDKASS
WDHMSTIALASANSCENPEFLYALLGKDFRKKARQSVKGILEAAFSEELTHSTSCTQDKAPS

*k k. khkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkkoekeokhkhkeo hhkkookhkhkhkkhkhkkhkkhhkoooookk . *

ERN--STTV 482
EKHSLSTNV 475
KRNNMSTDV 477
KRNHMSTDV 473

* % X

60
60
60
60

120
120
120
120

180
179
180
180

236
237
239
235

296
290
294
290

355
346
348
344

415
406
408
404

475
466
468
464
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6. Anhang

Sequence
Sequence
Sequence
Sequence
Sequences
Sequences
Sequences
Sequences
Sequences
Sequences

S W N

(1:

(2

(2:
(3:

;l:
(1:

hsC3aR 482 aa
cpC3aR 475 aa
muC3aR 477 aa
rnC3aR 473 aa
2) Aligned. Score: 57
3) Aligned. Score: 63
4) Aligned. Score: 58
:3) Aligned. Score: 57
4) Aligned. Score: 54
4) Aligned. Score: 80

MutmaBliche transmembrandse Bereiche sind grau unterlegt (nach [150]).

6.6 Sequenzvergleich Anaphylatoxine

CLUSTAL W (1.74)

hsC3a
hsC4a
hsCb5a

hsC3a
hsC4a
hsCb5a

Sequence 1:
Sequence 2:
Sequence 3:

Sequences
Sequences
Sequences

124

(1
(1
(2

multiple sequence alignment

SVQLTEKRMNKVGKYP-KELRKCCEDGMRONPMRFSCQRRTRFISLGEACKKVFLDCCSY 59
NVNFQKAINEKLGQYASPTAKRCCQODGVTRLPMMRSCEQRAARVQQ-PDCREPFLSCCQF 59
——MLQKKIEETIAAKYKHSVVKKCCYDGAS—-VNNDETCEQRAARISLGPRCIKAFTECCVV 57

.k e e kk Kk k ek o ok o . * . * * %

ITELRRQHARASHLGLAR 77
AESLRKKSRDKGQAGLQR 77
ASQLRANISHKDMQ-LGR 74

_** . . * ok
hsC3a 77 aa
hsC4a 77 aa
hsC5a 74 aa
:2) Aligned. Score: 23
:3) Aligned. Score: 24
:3) Aligned. Score: 31



6. Anhang

6.7 Detaillierte Beschreibung der Chiméirenkonstruktion

6.7.1 Chimiren-Vorliufer
pCCF2 pcDNAI/Amp pC5aR/Sal pTC12
HindIll / Notl
1. PCR
2. Hindlll/ Xbal
pCCF3 pTC12(20 )/Mfe*
Bt EcoNI
pCCF3/Sal’ pTC12(20 )/Mfe
Priparation aus EcoR1/ Mfel Mfel
E.coli GM48
h 4
pCCF3/Sal‘[dcm-] pCCF3[dcm-] pTC13
HindIll / SexAl
QuickChange
Fusions-PCR
pCCF3/Sal * pTC13/Bst
Fusions-PCR
QuickChange QuickChange
v TC13/Bsr,Nr
pCCF3/Sal,Bsr p5N3' p3N5' P rd
HindIll / Xbal HindIll/ BspHI BspHI / Xbal
QuickChange
A 4
pCCF3/Sal,Bsr,Bss pTC13M
Pmel | Sall
@
A 4
pCCF3M

FluBdiagramm zur Generierung der Chiméaren-Vorstufen. Bei Ligationsschritten (fette Punkte) sind die Namen
der Restriktionsenzyme angegeben, die verwendet wurden, um die jeweiligen Fragmente zu erhalten. Bei fett
umrahmten Plasmiden wurde entweder durch Sequenzierung oder durch Resubstitution mit sequenzierten Bereichen
sichergestellt, daB keine unerwlinschten Mutationen im Insert enthalten sind.
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6.7.2 (C3aR/C5aRChimiren

p3N5' pCCF3M pcDNA3 pTC13M p5N3’
| ‘ 1. BssHII
HindIll / Psl / Xbal 2.Klenov + dNTPs
3. HindIIT
Hind Tl Xbal : HindIll / Xbal HindIll / Nrul
pTcC7 | | pTCCF — pTCCO pTCCE®
2. Mungbohnen-Nukleasg
3. HindIIT
HindIll / BsrGI ? Hindlll / Nrul HindIll / EcoN ® Hindlll / Xbal
v y
pTCCC* pTCC1* pTCC8 [ pTCCE |_
BsrGI Hindlll / Xbal HindIll / BsrGI Xbal | Pmel
v v v
& ral s Pmel pTCCC pTCC1 pTCC3 pTCC6
HindIll / Eco4T7111
v HindIll / BsrGI HindIll / BsrGI HindIll / BsrGI
pTCC4 pTCCD pTCC9 pTCCB pTCC2
Hindlll / Pmel BsrGl/ Xbal
pTCC5 pTCCA

FluBdiagramm zur Generierung der C3aR/C5aR-Chiméren. Bei Ligationsschritten (fette Punkte) sind die Namen
der Restriktionsenzyme angegeben, die verwendet wurden, um die jeweiligen Fragmente zu erhalten. Bei fett
umrahmten Plasmiden wurde entweder durch Sequenzierung oder durch Resubstitution mit sequenzierten Bereichen

sichergestellt, daB keine unerwlinschten Mutationen im Insert enthalten sind.
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6.8 Karten wichtiger Plasmide

6.8.1 C3aR-Plasmide
EcoRI 3-UTR
C3aR
Pstl
5-UTR Notl
EcoRI Xhol
BstX| Sphl
BamH| Nsil
Hindlll

Xbal
T7-Promotor

CMV-Promotor

yoma-Ori
M13-Ori

SV40-Ori
ColE1-Ori

Sp6-Promotor
Splice- und PolyA-Seq.

6. Anhang

CMV-Promotor

T7-Promotor
Hindll

ColE1-Ori

SV40-Ori Xbal

Sp6-Promotor

Polyoma-Ori Splice- und PolyA-Seq.

pTC10: klonierte C3aR-cDNA mit 5-anligiertem

BstXI/EcoRI-Adapter. Uber BstXI/Notl in pcDNA1/Amp.

pTC12: C3aR-cDNA aus pTC10, mittels PCR von der
langen 3'-UTR befreit. 5'-Ende unverandert, 3' direkt
nach dem Stopp-Codon Uber Xhol einkloniert.

CMV-Promotor
T7-Promotor
Hindll
C5aR-5-UTR
FLAG

BsrGl*

CMV-Promotor

T7-Promotor

Hindll

C5aR-5-UTR
FLAG

BsrGl
Xeml
C3aR C3aR
Eco47il
Nrul * colE1-Ori Nrul *
Xhol BspHI
Sphl Xhol
ColE1-Ori Nsil Nsil
Y~ Xbal SV40-PolyA-Seq. Sphl
Sp6-Promotor Xbal
SV40-Ori PIMI
Xeml

Splice- und PolyA-Seq.
Polyoma-Ori Mfel

EcoNI

Sp6-Promotor
BGH-PolyA-Seq.
SV40-Promotor

SV40-Ori

pTC13M: C3aR ab Aminosaure 2 mit vorgeschaltetem
FLAG-Epitop und 5-UTR des C5aRs und zusétzlich

eingeflhrten Restriktionsschnittstellen BsrGl (Pos. 476)
und Nrul (Pos. 1003).

pTCCO: FLAG-C3aR mit C5aR-5'-UTR und
zusatzlichen Restriktionsschnittstellen; Insert aus
pTC13M uber Hindlll/Xbal in pcDNA3 umkloniert.
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6. Anhang

6.8.2 C(C5aR-Plasmide

CMV-Promotor
T7-Promotor

Hindll Hindll

5-UTR A , 5-UTR

FLAG pat’s FLAG

EcoRI

ColE1-Ori

SV40-Ori

\ Xbal
Notl Sp6-Promotor
PHIMI
Splice- und PolyA-Seq.
Mfel

Splice- und polyA-Seq. Polyoma-Ori

EcoNI

pCCF2: FLAG-C5aR mit Asn5Ala-Mutation in pCDM8. | pCCF3M: FLAG-C5aR aus pCCF2 ber Hindlll/Xbal in

pcDNA1/Amp umkloniert; mit zusétzlich eingebrachten
Restriktionsschnittstellen BsrGl (Pos. 519), BssHII
(Pos. 597) und Sall (Pos. 709).

CMV-Promotor
T7-Promotor

Hindlll
M13-Ori

colE1-Ori

Notl
SV40-PolyA-Seq. —~ 3
Apal
Sp6-Promotor
BGH-PolyA-Seq.

SV40-Promotor

SV40-Ori

pTCCF: Flag-C5aR mit zusétzlichen

Restriktionsschnittstellen; Insert aus pCCF3M Uber
Hindlll/Xbal in pcDNA3 umkloniert.
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6. Anhang

6.8.3 Plasmide mit N-terminalen Austausch-Chimiren

CMV-Promotor
T7-Promotor
Hindll
5-UTR
FLAG

M13-Ori C3aR-N-Terminus
Pstl
C5aR
ColE1-Ori Notl
Xbal
Sp6-Promotor
SV40-Ori PAIMI
Splice- und PolyA-Seq.
Polyoma-Ori

CMV-Promotor
T7-Promotor
Hindll

EcoRI
C5aR N-Term.
EcoNI

M13-Ori
C3aR
Xhol
Sphl
ColE1-Ori Nsil
Xbal
Sp6-Promotor
SV40-Ori PIMI

Splice- und PolyA-Seq.

p3N5': C5aR mit C3aR-N-Terminus, FLAG und C5aR-
5-UTR, Uber Hindlll/Xbal in pcDNA1/Amp. Mittels
Fusions-PCR erzeugt und vom 5'-Ende her nur bis Pstl
sequenziert.

p5N3': C3aR mit C5aR-N-Terminus, FLAG und C5aR-
5-UTR, Uber Hindlll/Xbal in pcDNA1/Amp. Mittels
Fusions-PCR erzeugt und vom 5'-Ende her nur bis
EcoNI sequenziert.

CMV-Promotor
T7-Promotor

Hindll

C5aR-5-UTR

FLAG

C3aR (1-23)
Pstl

M13-Ori

colE1-Ori C5aR (38-350)
Notl

Xbal

Apal
Sp6-Promotor
BGH-PolyA-Seq.

SV40-PolyA-Seq.

SV40-Promotor

SV40-Ori

CMV-Promotor

T7-Promotor

Hindll
5-UTR

C5aR (1..37)
EcoNI

C3aR (24-482)
colE1-Ori

Xhol

Sphl
SV40-PolyA-Seq. Nsil
Xbal
Apal
Neo Sp6-Promotor
SV40-Ori BGH-PolyA-Seq.

SV40-Promotor

pTCC7: C5aR mit C3aR-N-Terminus, FLAG und C5aR-
5'-UTR, Uber Hindlll/Xbal in pcDNAS.

pTCC8: C3aR mit C5aR-N-Terminus, FLAG und C5aR-
5'-UTR, Uber Hindlll/Xbal in pcDNAS.
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6. Anhang

6.9 Verwendete Oligonukleotid-Primer

Primer Sequenz Beschreibung
ME54 > TCTCCTTCCICTACAGGGTEETCCG 3! Einbringen einer BsrGl-Schnittstelle vor die 2. EL des
C5aRs; Pos. 510 — 533
ME55 > _GACCAcccggiégAGGAAGGCGGG_3' Reversprimer zu ME54; Pos. 531 — 508
ME56 > TGCGGGRGLOCELCETEECCATE 3! Einbringen einer BssHII-Schnittstelle hinter die 2. EL
des C5aRs; Pos. 591 — 606
ME57 5 ' ~GGCCACGECECEETCCCECCE3T Reversprimer zu ME56; Pos. 603 — 591
BssHII
TC3 > _AGCCATC)T{Z(;Z;G;?;;?CAGTTGT Reversprimer C3aR-C-Terminus mit Stopp-Codon und
ACTATTTC—3" anschlieBender Xhol-Schnittstelle
TC9 s _AAAAAAMGCGTC C3aR ab Pos. 4 mit vorgeschalteter Mfel- (fiir
HindIII Mfel Bp. 40 : . X X
TTTCTCTGCTG-3 " Klpnlerung hinter FLAG; kompatibel zu EcoRl) und
Hindlll-Schnittstelle
TC10 Y GORCACRAT |eTCT C3aR Pos. 88 — 70 | C5aR Pos. 111 — 96; fiir Fusion
C5aR-N-Terminus mit C3aR (s. TC11)
TC11 5" ~C|ATTCTCICCATGGTCATTC 3" C5aR Pos. 111 | C3aR Pos. 70 — 88; fiir Fusion C5aR-
N-Terminus mit C3aR; revers
TC12 5'-GATGACCAAGGCCAGGAT| TACTGGGGG-3"  opaR pos, 129 — 112 | C3aR Pos. 69 — 54; fiir Fusion
C3aR-N-Terminus mit C5aR (s. TC13)
TC13 5'~GTA|ATCCTGGCCTTGGTICATC3! C3aR Pos. 68 — 69 | C5aR Pos.112 — 129: fiir Fusion
C3aR-N-Terminus mit C5aR; revers
TC14 > _CCTGTGTTCGE(;??(I:AGGGAAATCTTC% ' Einbringen einer BsrGl-Schnittstelle vor die 2. EL des
C3aRs; Pos. 466 — 486
TC15 > _GAAGATTchciggiégACGAACACAGG% ' Reversprimer zu TC14; Pos. 489 — 466
TC16 > _CACCCCTCG%‘TAACGATCAC% ' Einbringen einer Nrul-Schnittstelle hinter die 2. EL des
C3aRs; Pos. 994 — 1016
TC17 > _GTGATCGTTATEiziACGAGGGGTG_3 ' Reversprimer zu TC16; Pos. 1016 — 994
WB9 > _G%gTiT;’fg;’?CCTTCCCA Reversprimer C5a-C-Terminus mit 3 Stopp-Codons
ATTGCA-3' sowie Pstl-Schnittstelle fiir Klonierung in pkk233-2
WB10 > —G%ﬁzggl’?TiAggig;cc Reversprimer C5a-desArg74-C-Terminus mit 3 Stopp-
WB13 5'~CGGRATTCTCATGTTTGACAG-3' Uberlappt die EcoRI-Schnittstelle in pkk233-2
WB29 5'~AGAGGATCCGGGATTCTC3! Entfernung der EcoRI-Schnittstelle aus pkk233-2;
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6. Anhang

Primer Sequenz Beschreibung
5'-AAAAACTGCAGTACTATTATTAAT . . . .
WB43 “Pst 3xStopp Asp/Asel Reversprimer CSa—C--'I'errn“muls mit 3 Stopp-(?odons far
CTCCCAATTGCATG-3 " Arg74Asp-Austausch; zusétzliche Asel-Schnittstelle
sowie Pstl-Schnittstelle fir Klonierung in pkk233-2
WB44 > _GCTTGGciiii‘GchinggﬁgcT Reversprimer C5a-C-Terminus mit 3 Stopp-Codons;
TCCCAATTGCATGTCCATATG-3 " far L¥568Met68-Austausch; zlusé'ltzliche NcoI.- .
Met /Ncol Schnittstelle sowie Pstl-Schnittstelle fir Klonierung in
pkk233-2
WB45 > _GCTTGGCITD(;?G?T‘?Tgfggﬁcw Reversprimer C5a-C-Terminus mit 3 Stopp-Codons fir
TCCCAATTGCATGTCTTCATG-3 " Lys68Glu-Austausch; zusatzliche BspMI-Schnittstelle
Glu/BspMI sowie Pstl-Schnittstelle fiir Klonierung in pkk233-2
WB48 > ' ~TARGCTTGGCICCAGCTATTATTA Reversprimer C5a-desArg74-C-Terminus mit 3 Stopp-

PstI 3 x Stopp
TCCCAATTG-3"'

Codons sowie Pstl-Schnittstelle fiir Klonierung in
pkk233-2

Schnittstellen fir Restriktionsenzyme sind unterstrichen dargestellt. Besondere Nukleotide — etwa solche, die bei
einer Mutagenese ausgetauscht wurden oder Stopp-Codons — sind kursiv hervorgehoben. Ein Matritzenwechsel ist
durch einen senkrechten Strich | markiert.
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7. Abkiirzungen

AMP
Amp
APS
Aqua dest.
ARA
ARDS
ATP

B

Bp

BSA
Bto2cAMP
C3aR
Cb5aR
cAMP
cDNA
CIAP
CNTF
cp~
CTP
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
DMSO
DNA
dNTP
dTTP

E. coli
EDs
EDTA
EL
FACS
FCS
FITC
FLIPR
fMLP
fMLPR
FPLC

g
GARA
G-CSF
GEBS
GM-CSF
GPCRK
GTP
HAG-CM
HEPES
hs~

1Cso

Adenosinmonophosphat

Ampicillin

Ammonium-peroxodisulfat

Aqua destilata, destilliertes Wasser

ATP release assay, ATP-Freisetzungstest

acute respiratory dystress syndrome, akutes Atemnotsyndrom des Erwachsenen
Adenosin-5'-triphosphat

Basen (bei RNA)

Basenpaare (bei DNA)

bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
Dibutyryl-cAMP

C3a-Rezeptor

Cba-Rezeptor

Cyclo-AMP (Adenosin-3',5'-monophosphat)
complementary DNA

calf intestine alkaline phosphatase, alkalische Kalberdarm-Phosphatase
ciliary neurotrophic factor

Cavia porcellus (Meerschweinchen)
Cytidin-2'-triphosphat

2'-Desoxy-ATP

2'-Desoxy-CTP

2'-Desoxy-NTP

2'-Desoxy-GTP

Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
2'-Desoxy-nucleosidtriphosphat

2'-Desoxy-TTP

Escherichia coli

Dosis halbmaximalen Effekts
Ethylendinitrilo-N,N,N',N'-tetraessigsdure
extracellular loop, extrazellulare Schlaufe
fluorescence activated cell scanning / sorting

fetal calf serum, fetales Kalberserum
Fluorescein-isothiocyanat

fluorescence imaging plate reader
N-Formyl-methyonyl-leucyl-phenylalanin
fMLP-Rezeptor

fast protein liquid chromatography
Erdbeschleunigung (9,81 m-s?)

glucosaminidase release assay, Glucosaminidase-Freisetzungstest
granulocyte colony stimulating factor

Glycerin, EDTA, Bromphenolblau, SDS
granulocyte/macrophage colony stimulating factor
G-protein coupled receptor kinase, G-Protein-gekoppelte-Rezeptorkinase
Guanosin-5'-triphosphat

HEPES, Albumin, Glucose, Calcium, Magnesium
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethansulfonsaure
Homo sapiens

half-maximum inhibitory concentration
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7. Abklrzungen

1gG Immunglobulin der Klasse G

IgM Immunglobulin der Klasse M

IL Interleukin

IL intracellular loop, intrazellulare Schlaufe
IL-8R Interleukin-8-Rezeptor

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Ko Dissoziationskonstante

Kot Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
Kon Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
Kirans Geschwindigkeitskonstante der Signaltransduktion
LB Luria-Bertani-Medium

LIF leukemia inhibitory factor

mAK monoklonaler Antikdrper

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonat

mm-~ Mus musculus (Hausmaus)

mRNA messenger RNA

Mw molecular weight, Molekularmasse

NKAR Neurokinin A-Rezeptor

NMR nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz
oD Optische Dichte

OM Onkostatin M

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PKC Proteinkinase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PP Pyrophosphat

rn~ Rattus norvegicus (Wanderratte)

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsidure

rRNA ribosomale RNA

SDS sodium dodecyl! sulfate, Natriumlaurylsulfat
Taq Thermus aquaticus

TBE TRIS, Borat, EDTA

TBS TRIS-buffered saline

TE TRIS, EDTA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

™ transmembrands

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tRNA Transfer-RNA

TTP Thymidin-2'-triphosphat

u Unit [pmol/min]

UTR untranslatierte Region

wt Wildtyp
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