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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In einer Arbeitsgruppe des Zentrums fiur Molekulafdeurobiologie Hamburg
(Wwww.zmnh.uni-hamburg.de/methner) wurde an einem déllo der oxidativen
Glutamattoxizitat der murinen hippocampalen ZediriT22 beobachtet, dass die Aktivierung
G-Protein gekoppelter Signalwege vor Zelltod schitkann (Lewerenz et al.,, 2003).
Versuche mit chronisch glutamatresistenten Zellkeigten eine unterschiedliche Regulation
der mRNS zahlreicher Kandidatenrezeptoren aus deppg@ der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, deren pharmakologische Stimulierungr olgagonisierung zu einer zur
Regulation gleichsinnigen Verédnderung des Zelltotidgte (Sahin et al., Free Radical
Research, im Druck). Daraus wurde die Hypotheselaligt, dass gegen oxidativen Stress
resistente Zellen bestimmte protektive Rezepto@shiegulieren, um so das Uberleben der
Zellen zu fordern. Mittels quantitativer PCR wurtie mRNS-Menge aller derzeit bekannten
Waisen-Rezeptoren (Rezeptoren ohne bekannte Liganaigersucht. Dabei fanden sich
VPAC,, Gpr39 und Gprl5 reproduzierbar hochreguliert. Ben teiden letztgenannten
Proteinen sind die Mausorthologe bisher nicht bekand nicht charakterisiert.

Ausgehend von der Hypothese, dass die in den dulomglutamatresistenten hippocampalen
Zellen der Maus hochregulierten Rezeptoren dieeZetlr oxidativem Stress schitzen und
somit therapeutisches Ziel in der Behandlung nexgederativer Erkrankungen oder
zerebraler Ischdmie werden konnten, war es dasnzagher Arbeit, die Rezeptoren in ihrer
vollstandigen Lange zu klonieren und die murinenidétaRezeptoren Gprl5 und Gpr39
durch Gewebeexpression mithilfe einer quantitatif®R, phylogenetischer Baume sowie

mGpr39 zusatzlich durch Zelllokalisation mittelsaamsfektion zu charakterisieren.



2 Einleitung

2.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRS)

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellene eider grofdten Familien
membranstandiger Rezeptoren dar (Bockaert und F389). Sie kdnnen eine Reihe von
extrazellularen Signalen vermitteln. So bewirkerazellulare Liganden wie zum Beispiel
Kalzium, Licht oder Peptide (Bockaert und Pin, 10%ne Konfirmationsdnderung des
Rezeptors, und dies fiihrt zu einer Regulierungsemembrangebundenen Zielproteins, das
ein Enzym (Adenylatzyklase, Phospholipase C und &&VIP-Phosphodiesterase) oder ein
lonenkanal sein kann (Metaye et al., 2005). Dieerbittion zwischen Rezeptor und
Zielprotein wird durch ein drittes Protein, das GiRdende Protein vermittelt (Howard et
al., 2001). Diese bestehen aus je emef3- undy-Untereinheit. Anhand der-Untereinheit
werden sie in die vier Proteinfamilien, @&, Gy11 und Gz eingeteilt (Bartfai et al., 2004).
Die Aktivierung oder Hemmung der Zielproteine du&hP-bindende Proteine kann zu einer
Anderung der Konzentration eines intrazellularendMsrs oder der lonenkonzentration
fuhren und so weitere Modifikationen des zellulaketabolismus bewirken (Howard et al.,
2001). Bedeutende Zielproteine sind beispielswalse Adenylatzyklase, die durch G
aktiviert und G gehemmt, sowie die Phospholipase C, die durgh €imuliert wird (Bartfai

et al., 2004).

G-Protein gekoppelte Rezeptoren besitzen siebersmtrambranére Helices, die durch drei
intra- und extrazellulare Loops verbunden sind Bah, 1993), sowie einen extrazellzularen
N- und einen intrazellularen C-Terminus und versdane konservierte strukturelle Motive
(Howard et al., 2001). Dazu gehoren u. a. N-Glykatggnen im Bereich der N-terminalen
extrazellularen Region und Phosphorylationen imel&r des intrazellularen C-Terminus

(Howard et al., 2001).



GPCRs sind das Ziel vieler verschiedener Ligandéese Rezeptoren kbnnen grob unterteilt
werden in chemosensorische Rezeptoren, die Geruods&Seschmacksliganden binden, und
Rezeptoren, die durch endogene Liganden (Vassidtial., 2003), wie biogene Amine,
Neuropeptide und Nukleotide, aktiviert werden (Baek und Pin, 1999). Diese GPCRs sind
Modulatoren vieler organischer Funktionen und einchiiger Angriffspunkt fur
Medikamente. Etwa 50% der verschreibungspflichtipdedikamente wirken tGber GPCRs
(Howard et al., 2001).

Von den ca. 800 bislang beschriebenen GPCR-SequéRreedriksson et al., 2003) sind im
menschlichen Genom 367 und in der Maus 392 GPCRanbg die nicht-sensorische
Liganden binden (Vassilatis et al.,, 2003). Von diesRezeptoren sind ungefahr 150
sogenannte Waisen-Rezeptoren, das heil3t Rezeptiesman Liganden bis heute unbekannt
sind (Wise et al., 2004).

Anfang der 1990er Jahre erfolgte eine systematisklessifizierung der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren anhand funktioneller MeremBlie Rezeptoren wurden in sechs
Gruppen (A-F) eingeteilt (Kolakowski, 1994). Dieuppe A reprasentiert die mit Rhodopsin
verwandten Rezeptoren und ist die grofdte. GruppeiBhaltet die Glykoproteinrezeptoren;
metabotrope Glutamatrezeptoren werden der Gruppeigéordnet. Gruppe D und E sind
nicht bei Wirbeltieren zu finden, und zur Gruppegéhotren bakterielle Rhodopsine, die zu

keiner Bindung von G-Proteinen fahig sind.

2.2 G-Protein gekoppelte Signalwege bei der oxidativ&ntamattoxizitat

Die Aminoséaure Glutamat ist ein wichtiger exzite&goher Neurotransmitter im
Zentralnervensystem (Fonnum, 1984). Die Freisetzwmogp Glutamat spielt in der
Pathogenese der ischamischen Nervenzellschadigneggeol3e Rolle (Hossmann, 1994).
Eine exzessive Glutamatausschuittung, wie sie bderschiedlichen neurologischen
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Erkrankungen — etwa bei Schlaganfall oder neuraumgdiven Erkrankungen — stattfinden
kann, fihrt durch massiven Kalziumeinstrom in del&Z zum Zelltod (Choi et al., 1987).
Neben diesem schnell ablaufenden Prozess fihrt eerbbhte extrazellulare
Glutamatkonzentration durch oxidativen Stress mermi langsamer verlaufenden Zelltod.
Diese oxidative Zellschadigung durch Glutamat wadch oxidative Glutamattoxizitat
genannt. Erhdhtes extrazellulares Glutamat vermirtderbei die Menge des intrazellularen
Cystins durch eine Blockierung des durch den Gradre angetriebenen Glutamat/Cystin-
Antiporters Xc- (Tan et al., 2001; Lewerenz et aD03). Cystin wird in der Zelle fur die
Synthese von Glutathion gebraucht (Schulz et @Q02 Glutathion ist ein wichtiges
Antioxidans im Gehirn, da es fir die Reduktion teadt Sauerstoffspezies (ROS) notwendig
ist (Schulz et al.,, 2000). Durch die vermindertérapellulare Cystinmenge und somit
reduzierte Synthese von Glutathion kommt es zuividtung der 12-Lipoxygenase (Li et al.,
1997b). Dies fuhrt zur Akkumulation von intrazelitgen Peroxiden (Tan et al., 1998) sowie
zu einer Aktivierung von cGMP-abhéngigen Kalziumaken (Li et al., 1997a), die durch
den Kalziumeinstrom eine erhdhte Produktion vonktrean Sauerstoffspezies und
letztendlich den Zelltod bewirkt (Tan et al., 1998)

In meiner Arbeitsgruppe wurde oxidative Glutamait@ét in der hippocampalen Zellinie
HT22 der Maus als Modell fur Zelltod durch oxidativStress verwendet. Es wurde hierbei
untersucht, welche Mechanismen die Empfindlichgegenuber Glutamattoxizitat verandern.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene pharmakologiStibstanzen eingesetzt, die mit G-
Proteinen interagieren, und daraufhin beobachtelche Effekte diese Substanzen unter den
Bedingungen von Glutamattoxizitat auf das Zellisleeh, die Morphologie und auf Zelltod
bewirkende intrazellulare Ereignisse hatten (Leweret al., 2003).

Von den verwendeten Substanzen wirkten Choleratemchdas Phorbolester PMA (Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat) am effektivsten. Sie verrend den Zelltod Uber unabhéangige Wege

(Lewerenz et al., 2003): Im Fall von Choleratoxdgs G aktiviert, reduziert sich die
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Wahrscheinlichkeit des Zelltodes durch einen vedwiten Kalziumeinstrom in die Zelle
(Lewerenz et al., 2003). Dieser kommt zum einercldwine durch Choleratoxin induzierte
erhohte Expression der Untereinheit XCT des Gluté®yatin-Antiporters X zustande, die
wiederum zu einer vermehrten Cystinaufnahme inZeiée und somit zu einer Erhéhung des
intrazellularen Glutathions fuhrt (Lewerenz et 20D03). Zum anderen bewirkt Choleratoxin
eine Hochregulation des antiapoptotischen Prot@&ok2 (Lewerenz et al., 2003). Die
Protektion der Zelle durch das Phorbolester PMAd&wschon in anderen Forschungsarbeiten
beschrieben und simuliert eine Aktivierung der Birgtinase C durch das GTP-bindende
Protein G (Maher, 2001; Lewerenz et al., 2003).

Weiterhin wurde in der Arbeitsgruppe beobachtessddedium, das durch dicht wachsende
Zellen konditioniert wurde, Zellen schitzt. Es weirdingenommen, dass die Zellen
neuroprotektive Faktoren sezernieren, die wiedeeumG-Protein gekoppelte Rezeptoren
binden. Versuche mit chronisch glutamatresistertiggpocampalen Zellen zeigten eine
unterschiedliche Regulation der mRNS zahlreichendi@atenrezeptoren. Pharmakologische
Stimulierung oder Antagonisierung aller regulierteezeptoren hatte eine zur Regulation
gleichsinnige Veranderung des Zelltodes zur Fof®ghin et al., Free Radical Research, im
Druck). Dies fihrte zu der Hypothese, dass redisteiellen protektive Rezeptoren und
wahrscheinlich auch deren Liganden in einem autekriMechanismus hochregulieren und
so das Uberleben der Zellen férdern. Mittels quatitier PCR wurde die Menge der mRNS
aller derzeit bekannten Waisen-Rezeptoren untetskstfanden sich folgende hochregulierte
Rezeptoren: Gprl5 und Gpr39 sowie VBAGQGer nicht zu den Waisen-Rezeptoren gehort,
aber aufgrund der bekanntermal3en neuroprotektivearkuwg seines Liganden VIP
(Vasoactive Intestinal Peptide) als Positivkon&rallenen sollte (Gressens, 1999; Offen et al.,
2000; Delgado und Ganea, 2003). Bei Gprl5 sowie3&Grandelt es sich um G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, deren Liganden unbekanmnwaie vollstdandigen Sequenzen und

Gewebeverteilungen beider Rezeptoren in der Mauen@cht bekannt.
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Durch phylogenetische Stammbaume konnten Gpr39Quoid5 nach der oben beschriebenen
Klassifizierung (siehe Einleitung, Kap. 2.1) je @irUntergruppe der Gruppe A zugeordnet

werden (siehe Abbildungen 2.1 und 2.2 nach JoastMethner, 2002).

GPR39

g NMU2R
B

GPR37

BRB2
ETBR

GHSR
SR o GPR3s TRFR
BRS3
GPR25 NMBR
0.1 0.1
Abbildung 2.1: Gprl5 (GPRF) Abbildung 2.2: Gpr39
Zu Abbildung 2.1: Zu Abbildung 2.2:
AG2R  Type-1A Angiotenin Il Receptor P30556 NMU2R  Neuromedin U Receptor 2 NM_020167
AG2S Type-1B Angiotensin Il Receptor P50052 NMU1R  Neuromedin U Receptor 1 AF272362
BRB1 B1 Bradykinin Receptor P46663 NTR1 Neurotensin Receptor Type 1 P30989
BRB2 B2 Bradykinin Reseptor P30411 NTR2 Neurotensin Receptor Type 2 095665
APJ Apelin Receptor P35414 TRFR Thyrotropin-Releasing Hormone Receptor B349
AG22 Type-2 Anegiotensin Il Receptor P50052 GHSR Growth Hormone Secretagogue Receptor Type 092847
GPR25 G Protein-Coupled Receptor 25 P49685BRS3 Bombesin Receptor Subtype-3 P32247
GPRF G Protein-Coupled Receptor 15 P49685NMBR Neuromedin-B Receptor P28336
GRPR Gastrin-Releasing Peptide Receptor P30550
ETBR Endothelin B Receptor P24530
ET1R Endothelin-1 Receptor P25101
ETBR-LP2 Endothelin B Receptor-Like Protein-2 Y862
GPR37 G Protein-Coupled Receptor 37 NM_005302
GPR39 G Protein-Coupled Receptor Gpr39 043194

Ziel dieser Arbeit war es, die in resistenten Zel®chregulierten Rezeptoren Gpr39, Gprl5
und VPAG, mit wahrscheinlich neuroprotektiver Wirkung, Zorkeren und zu sequenzieren.
Das Expressionsmuster der Rezeptoren Gpr39 und5CGgollte dann mittels quantitativer
PCR in verschiedenen Geweben untersucht und diaetexdire Beziehung unterschiedlicher
Spezies durch phylogenetische Baume dargestelltameAlle Rezeptoren sollten mit einem

N-terminalen Epitop markiert und Gpr39 mit dem dfiiloreszierenden Protein EGFP am C-
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Terminus fusioniert werden und so die Lokalisatides Rezeptors durch transiente

Transfektion und konfokale Mikroskopie tUberpriftraden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Software

SegManIf™ (DnaStar)
GrapdPadPrism¥

EditSed" (DnaStar)

Oligo Primer Analysis Software (MIB)
Excel (Microsoft)

Photoshop 6.0 (Adobe)

Freehand 10 (Macromedia)

3.1.2 Puffer und Lésungen
3.1.2.1 50x TAE-Puffer

1 M Tris-Base

5,71% (v/v) Acetat

50 mM EDTA (Life Technologies)

3.1.2.2 Probenpuffer (Loading Buffer)

5fach Probenpuffer:
40% Sucrose (20gr.)
0,25% Bromphenolblau (0,125 g)

in 50 ml H0

3.1.2.3 Bakterienmedium

LB

10 g/l Tryptone

14



5 g Hefeextrakt (Becton, Dickinson und Co.)
in 200 mM NaCl

pH 7,0

Agarplatten

LB Broth Base (Lennox L Broth Base; Life Technokes)i
Bacto VAgar zur Verfestigung (Becton, Dickinson und Co.)
20 gm per Liter destilliertes Wasser.

15 Minuten bei 121°C autoklaviert

TELT

50 mMTris pH8
62,5 MMEDTA
2,5 MLithium Chlorid

0,4%Triton x100

PBS

137 mM NacCl
2,7 mM KCL
7,4 mM NaHPO,

1,5 mM KH,PO,

20xSSC

3 M NacCl

0,3 M Na-Citrat x 2H0

3.1.2.4 GroRenmarker

1 kb Leiter (Life Technologies)

100 bp Leiter (Life Technologies)

15



3.2 Methoden

3.2.1 Spaltung von DNS mit Restriktionsendonukleasen

Fur den Verdau wurden 2 pl DNS (~300dy/jeweils 0,3 pl Restriktionsenzyme (10 U/ul,
Roche), 2,5 pl 10-fach SURE/Cut Buffer H (500 mMsTd M NaCl, 100 mM MgGl 10
mM DTT, pH 7,5; Roche) oder B (100 mM Tris-HCI, 1 Na&CIl, 50 mM MgC}, 10 mM 2-
Mercaptoethanol, pH 8.0; Roche) in 19,9 pOHangesetzt und bei eine Stunde lang bei 37°C

inkubiert.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1% Agarose-Gels wurden 3 &k&ma LE Agarose (FMC, Rockland,
Maine, USA) in 300 ml 1x TAE-Puffer und 1pg/ml Ethimbromid-Stammlésung
(Boehringer) in der Mikrowelle aufgekocht und inediGelkammer gegossen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100t\idder 60 Minuten (Bio Rad; Power Pac
200). Pro Bahn wurden 6 pul DNS mit Probenpuffegesetzt. AnschlieRend wurde das Gel
unter UV-Licht betrachtet (KAISER RA1), abgelichtéfybertech CS1) und ausgedruckt

(FUJI Film Thermal Imaging System FTI-500).

3.2.3 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gel

Die DNS-Banden wurden auf einer UV-Kontaktlampe EREPMA 43) bei 302 nm mit einem
Skalpell aus dem Gel geschnitten. Die Extrakticiolgte mit dem NucleoSpiff' Extract

(Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) nach AngalesnHerstellers.

3.2.4 Ligation von DNS-Fragmenten

Die Ligation der Fragmente mit den Vektoren wurdé M4-DNS-Ligase (Clontech,
Mountain View, USA) und dem mitgelieferten Ligatgspuffer durchgefuhrt. 10 pl

Gesamtansatz bestehend aus 2 pl PCR-Produkt, Iqudry@0 U/ul T4-DNS-Ligase, 5 ul 2-
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fach Ligationspuffer vom Hersteller (Endkonzentmat30 mM Tris-HCI [pH 7,8], 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP und 5% Polyethylenglykol) urddpul H0 wurden bei

Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert.

3.2.5 Transformation

Je 5 pl Ligationsansatz wurden mit 100 pl kompetenE.coli-Zellen DH& (3x1CF
Kolonien/pl transformierte  DNS) gemischt und 40 Men auf Eis inkubiert. Die
Transformation erfolgte bei 42°C Uber 90 SekunddIXER 5432; Eppendor).
Anschliel3end wurden die Bakteriensuspensionen @iMinuten auf Eis gekihlt und dann
mit 100 pg/ml Ampicillin (Life Technologies) gemistcauf Agaroseplatten ausgestrichen und

Uber Nacht im Inkubator (Heraeus) bei 37°C bebrutet

3.2.6 DNS-Minipraperation

Am Tag nach der Transformation wurden einige dect&&enkolonien mit Pipettenspitzen
von den Agarplatten gepickt und in je 1,5 ml LB wrnpicillin (100 pg/ml) Gber Nacht im
Rotationsschuttler (HT) bei 37°C inkubiert. Am néign Tag wurde je 1 ml des Ansatzes in
Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5 ml) geflllt, 5 Mietbei 5000 Umdrehungen zentrifugiert
(Biofuge 13; Heraeus Sepatech), die Uberstanderantfind das Pellet in 100 pl TELT und
ca.l mg Lysozym (25.000 U/mg; BIOMOL) resuspendi@rtschlieend wurden die Ansatze
90 Sekunden lang bei 95°C auf dem Heizblock erhi@tMinuten auf Eis gestellt und erneut
10 Minuten mit 13.000 Umdrehungen zentrifugiert.sDRellet wurde entfernt und eine
Ethanolfallung durchgefiihrt. Zunachst wurden 200100%iges Ethanol hinzugegeben, 5
Minuten bei 13.000 Umdrehungen zentrifugiert una téberstand vorsichtig abgesaugt.
Dann wurden 200 ul 70%iges Ethanol hinzugegebdintiten bei 13.000 zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt, danach bei Raumtemperatugegraicknet und schlieBlich in 30 pl

Reinstwasser resuspendiert.
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3.2.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde am Zentrum fur Molekulaeumdbiologie Hamburg nach der
Kettenabbruchmethode mit einem Sequenzierer vonliedplBiosystems automatisch
durchgefuhrt. Die Sequenzierung der klonierten Remen wurde mit Vektorprimern

durchgefuhrt.

3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion

Fur die Polymerase-Kettenreaktionen wurden PlatifaoprDNA-Polymerase (Life
Technologies, Rockville, USA), Easy-A High-Fideli®CR Cloning Enzymesowie Pfu-

DNA-Polymerase (beide von Stratagene, La Jolla, U8Silgesetzt. Als Template-DNS
wurden HT22CR-cDNS und humane Plazenta MarathonZBlontech, Mountain View,
USA) benutzt. Verwendete selbstkonstruierte Prinverden mit Hilfe von Oligo Primer
Analysis Software (MBI, Cascade, USA) erstellt wmh MWG (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert. Alle Reaktionen wurden mit einem @@en!” PCR Cycler (Biometra)
durchgeflnhrt.

3.2.9 Verwendete Templates: HT22CR-cDNS und humane PlazeMarathon-
cDNS

Die HT22-Zellen wurden von Prof. Wulf Paschen, Malanck-Institut fir Neurologische
Forschung, Kéln zur Verfugung gestellt. Diese Zellsind ein Subklon der murinen
hippocampalen Zelllinie HT4. Die Selektion der gluatresistenten HT22-Zellen wurde in
Vorversuchen von Dr. Jan Lewerenz durchgefiihrtrftiievurden 6x10 Zellen in 92 mm
Zellkulturschalen (Nunc) ausgesat und nach 24 ®ur@utamat (10 mM) hinzugegeben.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen mit BB®aschen. Die Uberlebenden Zellen
wurden 5 Minuten zentrifugiert und in frischem Madi ausgesat. Nachdem sich die
Zellzahl erholt hatte, wurde erneut Glutamat (20 nitNhzugegeben. Ein weiterer Zyklus

wurde zu gleichen Konditionen, aber einer geringeZelldichte durchgefiihrt (3x2p Im
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letzten Zyklus wurden die Zellen Uber 48 Stunden @M Glutamat ausgesetzt und
anschlieRend in 10 mM Glutamat kultiviert. Diesdlefe wurden chronisch resistente HT22-

Zellen (HT22CR) genannt.

3.2.9.1 RNS-Préperation (in Vorversuchen von Dr. Jan Lewer@urchgefuhrt)

Zellkultivierung der HT22CR-Zellen fur die RNS-Reégion

5x10° HT22CR-Zellen wurden in 92 mm Zellkulturschalersgeséat und in Anwesenheit von
10 mM Glutamat kultiviert. Nach 24 Stunden wurdea geerntet, indem sie mit PBS
gewaschen und anschlieBend in PBS mit 2 mM EDTAOsgelwurden. Nach der
Zentrifugation mit 200 x g Uber 4 Minuten wurdewe dellen mit PBS gewaschen und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, didlefein fliissigem Nitrogen schockgefroren

und bis zur RNS-Praperation bei -70°C aufbewabhrt.

Isolation der Gesamt-RNS

Fur die RNS-Praperation wurde TRIZSI (Life Technologies) eingesetzt. Die zuvor
tiefgefrorenen, etwa 200 mg schweren, Zellniede#éggh wurden aufgetaut, in 2 ml TRIzol
homogenisiert und anschlieend fur 5 Minuten beurRamperatur inkubiert. 0,4 ml

Choroform wurden hinzugegeben, die Rohrchen 15 @#ku geschittelt und anschliel3end
erneut bei Raumtemperatur fir 3 Minuten inkubiEd.folgte eine Zentrifugation bei 12 000
X g und 4°C fir 15 Minuten. Die wassrige, oberedehaurde vorsichtig aspiriert und in ein
frisches Rohrchen Ubertragen. Die Gesamt-RNS wuitlé ml Isopropyl-Alkohol ausgefallt.

Nach einer 10-minutigen Inkubation bei Raumtemperatfolgte eine Zentrifugation bei 12

000 x g und 4°C fur 10 Minuten. Der Uberstand wuetfernt und der RNS-Niederschlag
mit 75%igem Ethanol durch kurzes Schitteln gewascheaschlielRend wurde bei 7500 x g
und 4°C fur 5 Minuten zentrifugiert, der Niedersahlbei 37°C getrocknet und in 5 - 10 pl

RNAse freiem HO gelost.
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Anreicherung der Poly(A+)-mRNS

Das PolyATract” mRNA Isolation System (Promega) wurde eingesetzt,die Poly(A+)-
MRNS anzureichern. Etwa 0,5 mg Gesamt-RNS wurdémRMAse freiem Wasser zu einem
Endvolumen von 2,43 ml verdunnt und bei 65°C furMibuten inkubiert. Anschliel3end
wurden 10 pl biotinylierte Oligo(dT)-Primer (50 pifid) mit einer Endkonzentration von 0,2
umol sowie 60 pl 20xSSC hinzugegeben und bei Raupeeatur abgekihlt. Die
biotinbindenden SA-PMPs (Streptavidin-gekoppelteapegnetische Partikel) wurden drei
mal mit 1,5 ml 0,5xSSC gewaschen, mithilfe des M#gn gesammelt und in 0,5 ml 0,5xSSC
resuspendiert. Die gewaschenen SA-PMPs wurden mait Hybridisierungs-Reaktion
gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inktib2le Poly(A+)-mRNS und die SA-
PMPs wurden dann durch den Magneten gesammelt entllaerstand vorsichtig entfernt.
Anschlie3end wurden die Partikel vier mal mit 1,600ixSSC gewaschen und die gebundene

RNS in 250 pl HO eluiert.

3.2.9.2 cDNS-Synthese (in Vorversuchen von Dr. Jan Lewdrergestellt)

Poly(A+)-RNS mit einer Endkonzentration von 0,2 wighurden in Anwesenheit von 2 uM
oligo(dT)-Primer auf 70°C erhitzt und anschliel3esuaf 4°C abgekihlt. Die Erststrang-
Reaktion hatte eine Endkonzentration von 50 mM-BA& (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM
MgCl,, 10 mM DTT (DL-Dithiothreitol), 500 uM je dATP, di, dGTP und dTTP, 0,4 uM
oligo(dT)-Pimer, 0,04 pg/ul Poly(A+)-mRNS und 10000/ml M-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus). Unmittelbar nach Hinzufiigen derMIlV reverse Transkriptase wurden
10 ul dieses Ansatzes in ein frisches Behaltnis,Jdp Ci p-32P]dATP enthielt, gefullt. Der
Reaktionsansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkulide Erststrang-Reaktion wurde durch
Hinzugabe von N&EDTA (pH 7,5; Endkonzentration 1,75 mM) gestoppie Rerbleibenden
40 ul wurden fur die Zweitstrang-Synthese verwenDetr Erststang-Reaktionsansatz wurde

8fach verdinnt (Endvolumen 320 pul). Die Endkonzdidn der Zweitstrang-Reaktion war 25
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mM Tris-HCI (pH 8,3), 100 mM KCI, 10 mM (NBLSOs, 5 mM MgCh, je 250 uM dATP,
dCTP, dGTP und dTTP, 0,15 mM NAD, 5 mM DTT, 250 U col-DNA-Polymerase |,
30 U/ml E. coli DNA-Ligase und 8,5 U/mE. colrRNAse H. Der Reaktionsansatz wurde
leicht geschuttelt und 10 pl wurden in ein zusétds Behaltnis mit 1 puCif{32P]dATP
geflllt. Der Reaktionsansatz wurde Uber 2 Stunden 16°C inkubiert und auch diese
Reaktion durch Zugabe von MEDTA (pH 7,5; Endkonzentration 1, 75 mM) gestoppt.

Nicht eingebaute, radioaktiv markierte Nukleotide urden durch
GroRRenausschlusschromatografie entfernt (G-50 Seph&uick Spin Columns; Roche).
Nach Zentrifugation bei 1100 x g Uber 2 Minuten derr die Proben auf die Saulen geladen
und bei 1100 x g fur 4 Minuten eluiert. Die aufgemoene Radioaktivitat wurde durch einen
Fllssigszintillationszahler LS 6000 IC (Beckmanejmgssen. 5000 cpm (counts per minute)
der radioaktiv markierten Erst- und Zweitstrang4Reeen wurden mit Probenpuffer zu
einer Endkonzentration von 25 mM NaOH, 12,5% Glgtend 0,15 mg/ml Bromphenolblau
gemischt und auf ein 1,4% SeakemTM LE Agarose mérel kb Leiter (Life Technologies)
aufgetragen.

AnschlieRend wurden die Reaktionsprodukte aus derh a@afgereinigt. Hierfir wurden
Phenol (pH 7,9; Sigma) mit Chloroform: Isoamylalkb24:1) zu gleichen Teilen gemischt.
H0 wurde zu einem Endvolumen von 300 ul  hinzugefugiDie
Phenol:Choroform:lsoamylalkohol(25:24:1)-Mischungrde mit der cONS gemischt und bei
13 000 x g fur 5 Minuten in Phase-Lock-B&lLight(PLG)-1,5ml-Eppendorf-Tube
zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurdeinnfrisches PLG-Tube gefullt, zu gleichen
Teilen mit Choroform:ilsoamylalkohol (24:1) gemisclind erneut zentrifugiert. Die
extrahierte cDNS in der oberen Phase wurde dureiHthzugabe von 1/10 des Volumens 3
M Natriumacetat (pH 5,2) und das doppelte VolumenEghanol und anschlieBend fur 15

Minuten bei 16 000 x g zentrifugiert. Der Niedetdsch wurde in 70%igem Ethanol
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gewaschen, erneut bei 16 000 x g fur 5 Minutenrdagtert, luftgetrocknet und in 53 plH
resuspendiert.
Die cDNS der HT22CR-Zellen wurde fir die PCR des39pund Gprl5 benutzt. Fir den

VPAC,-Rezeptor wurde humane Plazenta-Marathon-cDNS (€tbi) eingesetzt.

3.2.10Klonierung

Die mit der Platinum-Tag-DNA-Polymerase amplifizeer PCR-Produkte wurden zunéchst in
den pGEM-T-Easy-Vektor (Promega, Madison, USA) ldan Dieser Vektor ist dadurch

charakterisiert, dass er einen 3'-T-Uberhang lesida die Tag-Polymerase ein 3°-T-
Uberhang produzierte, konnten die amplifiziertemgfnente ohne weiteren Enzymverdau

direkt in den Vektor kloniert werden.

3.2.11Konstruktion des Expressionsvektors pDNR-SPHA

In einem weiteren Schritt wurden die amplifiziertRezeptoren in einen Donorvektor mit
synthetischem Signalpeptid (SP) sowie einem HA{’M/G) kloniert. Das Fragment SPHA
wurde zunachst {iber EcoRI- und BamHI-SchnittsteiftepDNR1 kloniert (Creatd! DNA

Cloning Kit; Clontech) und in einem zweiten Schiitier Sall/EcoRI (pDNR1) und EcoRI/

Xhol (pDNR1-SPHA)n framekloniert (Konstrukt siehe Abbildung 8.1.1 im Anlggn

3.2.12Glyzerolstock

200 ul 87%iges Glycerin (MERCK) wurden mit 800 pdkBeriensuspension gemischt, in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80t@awabhrt.
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3.3 Klonierung der Rezeptoren

3.3.1 mGpr39

Zur Amplifizierung des mGpr39 (1365 Basenpaare) deurder Vorwartsprimer 5°-
CGAATTCATGGCTTCATCCAGTG-3" mit einer EcoRI- und der Rickegprimer 5-
TTCTAGATTCCTGCTCCTGTAAACT-3" mit einer Xbal-SchnittstellEingesetzt. Die 25-
ul-Ansatze der PCR-Reaktion hatten folgende Endkwotnationen 10 U/pl Pfu-DNA-
Polymerase, 0,25 mM je dNTP, 50 mM Tris-Cl (pH 8@J1 mM EDTA, 1mM DTT, 1 pl
Template (=300 ngl cDNS chronisch glutamatresistenter HT22-Zellend 10,4 mM je
Primer. PCR-Konditionen waren 95°C fur 2 Minutemnd je 40 Zyklen mit folgendem
Temperaturschema: Denaturierung bei 95°C fur 30uiadn, eine Anlagerungtemperatur
von 52°C fur 1 Minute, ein Verlangerungsschritt vi2fC fir 90 Sekunden und eine finale
Elongation bei 72°C fir 10 Minuten. Das PCR-Prodwkirde dann Uber ein Agarose-Gel
aufgetrennt (siehe oben) und aufgereinigt. AnsBelnel wurde eine Re-PCR fir 24 Zyklen
mit 2 ul des PCR-Produktes als Template unter sgiesthen Konditionen durchgefinhrt.
PCR-Produkt und das Re-PCR-Produkt wurden mit EaaiRl Xbal verdaut und in den
pDNR-SPHA Kkloniert (Konstrukt siehe Abbildung 8.1 Anhang). Um den gesamten
Rezeptor Zu sequenzieren, wurde ein mittlerer Vaspéamer 5'-
CCCGCCACCACGATGAACCTG-3 " gebaut.

Far die  Amplifikation der 5-UTR  wurde der Vorwgstsner 5'-
AGGGTGAATTATTCCAGGAAGTT-3 und der Ruckwartsprimer 5°-
TGCCCTGAAGTACGTTCTG-3" konstruiert sowie fur die-3TR der Vorwartprimer 5'-
CTCTTTGCCATGGGTATCGAGTA-3’ und der Ruckwartsprimer 5°-
TTCCCTCCTTTCAAGTAACGC-3". Fur die PCR wurde Platmurag-DNA-Polymerase
eingesetzt. Als Template diente cDNS von chronigtitamatresistenten HT22-Zellen.

Temperaturen waren 95°C (2 Minuten), 40 Zyklen 887C (30 Sekunden), 56,7°C (1
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Minute) fur die 5-UTR und 57,3°C fur die 3"-UTR2°C (2 Minuten) und eine finale
Elongation fur 10 Minuten bei 72°C. Das Master-Migstand aus 1 pl Template, 50mM Mg,
0,4mM je Primer, 2,5 U/ul Enzym, 25 mM dNTPs, 1.61iigCl,, 20 mM Tris (pH 8,4) und
50 mM KCI. Beide amplifizierten Sequenzen wurdengis in den pGEM-T-Easy-Vektor

kloniert.

3.3.2 mGprl5

Die 1080 Basenpaare (bp) lange Sequenz des mGpuidewnit dem Vorwartsprimer 5°-
CGAATTCATGGAACCAGCAACAG-3’ und dem Ruckwartsprimer 5'-
CCTCGAGIGACACAGATCTCTTC-3" amplifiziert. Als Template diem HT22CR-cDNS.
Fir die PCR wurde Platinum-Tag-DNA-Polymerase vedat. Das Master-Mix hatte
folgende Endkonzentration: 25 mM je dNTP, 2,5 WEnkym, 0,4 mM je Primer, ~300 nd)/
cDNS, 1.5 mM MgCJ, 20 mM Tris (pH 8,4) und 50 mM KCI. PCR-Konditionvaren 95°C
fur 2 Minuten, dann je 40 Zyklen mit folgendem Tergiurschema: Denaturierung bei 95°C
fur 30 Sekunden, eine Anlagerungtemperatur von 55f@ 1 Minute, ein
Verlangerungsschritt von 72°C fur 90 Sekunden uné &nale Elongation bei 72°C fur 10
Minuten.

Um den kompletten Rezeptor zu Sequenzieren, wurddriter, mittlerer Primer konstruiert
(5"- TTGCCCACTCTTCTGTCCAGG-3"). Das PCR-Produkt deirin den pGEM-T-Easy-
Vektor und anschlieRend Uber die 5-EcoRI- und 3iXhol-Schnittstelle in den pDNR-

SPHA kloniert.

3.3.3 hVPAC,

Fir die  Amplifizierung des hVPAC wurde ein  Vorwdrtsprimer 5'-
CGAATTCATGCGGACGCTGCT-3" mit einer EcoRI-Schnittstelley dickwartsprimer 5°-
AATCTAGATGACCGAGGTCTCCGT-3" mit einer Xbal-Schnittstelle, ady-A-High-
Fidelity-PCR-Cloning-Enzymend humane Plazenta-Marathon-cDNS (Clontech) eeiges
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PCR-Konditionen waren 95°C fir 2 Minuten, dann j® Zyklen mit folgendem
Temperaturschema: Denaturierung bei 95°C fur 4Qusadn, eine Anlagerungstemperatur
von 58°C fur 1 Minute, ein Verlangerungsschritt vi2fC fir 60 Sekunden und eine finale
Elongation bei 72°C fur 5 Minuten. Die 25-pl-Anséithestanden aus 2,5 pl 10x Easy-A-
Puffer, 25 mM je dNTP, 0,5 pl Template, 0,5 mM jenter, 1,25 U/ul Easy-A-High-Fidelity-
PCR-Cloning-Enzyme. Das amplifizierte 1317 langeRF¥odukt wurde in den pGEM-T-
Easy-Vektor kloniert und sequenziert. Um Informaén Uber die gesamte Sequenzlange zu
erhalten, wurden zwel weitere Sequenzier-Primer  n(Maots: 5-
CTGGGTGGGCTGCAAGCTGAG-3"; Ruckwarts: 5-CGATCAGGAGAGGCCAGGA-

3’) konstruiert. AnschlieBend wurde auch diesereRexr in den pDNR-SPHA-Vektor

kloniert.

3.4 Transfektion

3.4.1 Klonierung des Kontruktes pDNR-SPHA-Gpr39-EGFP undVorbereitung
der DNS

Es wurde ein Konstrukt gebaut, bei dem der RezeptGpr39 mit SPHA-Tag in einen
pDNR-Donorvektor mit EGFP-Fusionsprotein klonietrde (pbDNR1-EGFP-N3; Konstrukte
siehe Abbildung 8.1.3 und 8.1.4 im Anhang) Hienfiurde der zuvor in den pDNR-SPHA-
Vektor klonierte mGpr39 mit BamHI und PspOmi verdaber Vektor pDNR1-EGFP-N3
(nach Creatdl” DNA Cloning Kit; Clontech) wurde mit PspOmi und Bijlverdaut, tiber
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Banden agifggt und ligiert. Nach Transformation
und Ausstrich wurden mehrere Kolonien gepickt (sidtaterial und Methoden, Kap. 3.2.5).
Nach der folgenden Minipraparation wurde ein Testsa mit EcoRI und BamHI
durchgeflihrt, erneut ein Gel angesetzt und ein Kosgewahlt. Da flr eine Transfektion

salzfreie DNS benutzt werden sollte, wurde Maxi-DiNsgestellt (Kit NucleoBond PC 500;
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Macherey-Nagel). Photometrisch (Shimadzu) wurde BNS-Gehalt von 0,424 pg/ul

bestimmt und vier Eppendorf-Tubes mit je 20 ul B&isf gestellt.

3.4.2 Elektroporation

Als Zellsystem wurden CHO-Zellen genutzt. Pro Koust wurde eine konfluent bewachsene
250-ml-Gewebekulturflasche eingesetzt. Die Elekirapons-Kivetten (Invitrogen), der
Elektroporations-Schlitten und sterilfiltriertes 8Byvurden auf Eis kaltgestellt. Zunachst
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und nach Hiazegvon 0,5 ml Trypsin/EDTA
(GIBCO) drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiddie Zellen wurden durch leichtes
Klopfen geldst, nach Hinzugabe von 10 ml Vollmedidarch Hoch- und Herunterziehen mit
der Pipette vereinzelt, um dann in einem 10-ml-&G@BRohrchen 6 Minunten bei 1100 upm
zentrifugiert (Heraeus Sepatech Varifuge FR) zwerer AnschlieBend wurden die Zellen mit
PBS gewaschen, in ein 10-ml-Falcon-R6hrchen gegebdrerneut 6 Minuten bei 1100 upm
zentrifugiert. PBS wurde abgesaugt und die Zellé&n2nml eiskaltem PBS resuspendiert. Je
0,5 ml der Suspension wurde zu der DNS (ca. 10ipgedes der vier Eppendorf-Tubes
pipettiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Dannurde die Suspension in 0,4-cm-
Elektroporations-Klvetten (Invitrogen) pipettiemdiim Abstand von jeweils 1 Minute bei
960 pF und 320 Volt sowie 270 Volt das pDNR-SPHAEPEGFP-Konstrukt sowie der
pDNR1-EGFP-N3-Vektor als Kontrolle bei 270 Volt Idi@poriert (Biorad Gene PulserTM,
Modell-Nr. 1652077, Biorad Capacitance Expanderd®ieNr. 1652087). Der Ansatz wurde
anschlieBend sofort in 10 ml Vollmedium, bestehaunsi DMEM Ham’s F-12 mit L-Glutamin
(PAA Laboratories), 10% Fetal Calf Serum (Promo I)Cel% Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/10mg/ml, PAA Laboratories), Uberfiihrt.dNa48 Stunden wurde Medium mit
elektroporierten Zellen auf Polylysin beschicht@ibjekttrager aufgebracht und unter dem

Konfokalmikroskop (Confocal Laser Scanning Micrgegd CSSP2, Leica) betrachtet.
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3.5 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

3.5.1 Primerdesign

Oligodesoxynukleotide (PCR-Primer, Tabelle 1) fie du untersuchenden Gene wurden mit
einem DNS-Analyse-Programm (Oligo Primer Analysieft®are; MBI) ermittelt und
synthetisiert (MWG). Da 5-Enden von Boten-RNS (mMR®RNin mit Hilfe wvon
Oligodesoxythymidin synthetisierter komplementab?S (cDNS) unterreprasentiert sind,
sollten die Primer aus methodischen Grinden begbrinu 3'-Bereich des Gens liegen. Die
Entfernungen der generierten PCR-Produkte vom weeten Poly-Adenosin-Schwanz
betragt fur Gprl5 335 bp, fur Gpr39 60 bp. Die Rrirsollten eine Schmelztemperatur —
ermittelt nach der Nearest-Neighbour-Methode (Buast et al., 1986) — um 50 °C haben. Zur
Gewahrleistung einer bestméglichen  Amplifikatiofigegnz ~ wurden  bevorzugt

Oligodesoxynukleotide mit kurzen PCR-Produkten W bp Lange ausgesucht.

Tabelle 1: Eingesetzte Primer der quantitativen Polymeraséelietaktion.

Primer Schmelztemperatut
Gprl5 UP 5-TCATTACCAGCAGTCGGGAAA-3’ 52.2°C

LP 5-CGCCACCGCAATAATAACGAT-3’
Gpr39 UP 5-CCTCCAGGAGAACTAACAA-3’ 54.1°C

LP 5-TGTGGTGACTCAGGACTCAA-3’

3.5.2 Kontrolle der Oligodesoxynukleotide

Initial wurden die synthetisierten Primer getesten, gelelektrophoretisch zu zeigen, dass in
einer konventionellen PCR bei der verwendeten Sttteraperatur nur ein definiertes PCR-
Produkt der richtigen Lange erzeugt wird, da digsatrolle bei der Real-Time-PCR nur
eingeschrankt mdoglich ist. Als Template-DNS wurdke jeweils in dieser Arbeit in den

pDNR-Vektor klonierten murinen Rezeptoren Gprl5 ur@pr39 eingesetzt. Die
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Zusammensetzung der PCR-Reaktion fur die quanvitaiCR des Gpr39 hatte folgende
Endkonzentration: 1,5-3 mM Mg, 10-fach Puffer, 0012 mM von jedem
Oligodesoxynukleotid, 0,2 mM von jedem DesoxynukittddATP, dCTP, dGTP, dTTP),
0,025 Unitsil Platinum-Tag-DNA-Polymerase, 106 ng/pl Template Gpr39 sowie 52
ng/ul Template fur Gprl5 in 2pl Gesamtvolumen. Die einzelnen Zyklen hatten foblgen
Temperaturschema: Denaturierung bei 95°C fur 15u&adn, eine Anlagerungstemperatur
von 53-60°C fur 70 Sekunden und einen Verlangesoiggt von 72°C fur 30 Sekunden.
Das amplifizierte PCR-Produkt wurde auf ein 4%igemrose-Gel (Nu Sieve Agarose, FMC
Bioproducts, Rockland, USA, 4% w/v in TAE) mit 1@/ml Ethidiumbromid-Stammi&ésung

(Boehringer) aufgetragen.

3.5.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Zusammensetzung der PCR-Reaktion fir die oquint PCR hatte folgende
Endkonzentration: 3 mM Mge€| 0,3 mM von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM von jedem
Desoxynukleotid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,025 telpi Sure-Start-Taq-DNS-
Polymerase und PCR-Puffer sowie SYBR Green (Bnill&YBR Green QPCR Core Reagent
Kit, Eurogentec, Seraing, Belgien) wie vom Herste#mpfohlen, und 0,5 ng/ul cDNS in 20
ul Gesamtvolumen. Die PCR wurde am ABI-PRISM®-730D-Sequence-Detection-
System (SDS; Applied Biosystems, Foster City, US&)chgefiihrt. Die PCR hatte folgendes

Temperaturschema:
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Tabelle 2.1: Temperaturschema der quantitativen PCR.

PCR-Schema Zeit (Minuten)

95°C 10:00

95°C 0:15 40-45 Zyklen
60°C 1:00

60°C 0:10

95°C 0:20

60°C 0:20

Fur den Gpr39 wurde ein Versuch mit je drei Probed 45 Zyklen durchgefuhrt. Fur Gprl5
wurden zwei Versuche mit je drei Proben und 40 yldurchgefuhrt. Im Anschluss wurde
noch je eine Schmelzkurve ermittelt, durch die Sjeezifitat der Reaktion Uberpruft werden
kann (Ririe et al., 1997). Denn bei jeder PCR komest zu einem Anstieg des
Fluoreszenzsignals durch Interkalieren des Flueredarbstoffes parallel zum Anstieg der
Konzentration an dsDNS. Da auch Primer-Dimere ddyenprodukte, die sich wahrend der
Reaktion bilden, einen Fluoreszenzanstieg veruesadit dieser zunachst nicht von dem des
spezifischen Produkts zu unterscheiden. Zur Ewtglleiner Schmelzkurve wird nach dem
letzten Zyklus das PCR-Produkt durch schrittweisenperaturerhéhung denaturiert, bis es
seinem Schmelzpunkt entsprechend nur noch als IBireaeg vorliegt. Kleinere Fragmente
wie z.B. Primer-Dimere weisen einen niedrigeren ns&lapunkt auf als die spezifischen
PCR-Produkte. Durch die bei der Denaturierung eheside Fluoreszenzabnahme kann der
Schmelzpunkt ermittelt und so die Langen der in Reaktionsgemischen vorhandenen PCR-
Produkte anhand der unterschiedlichen Schmelztanhpen vermutet werden. Eine
elektrophoretische Langenanalyse der PCR-Produki&gt nur beim ersten Austesten der

Oligodesoxynukleotide.
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Als Substrat wurde eine Sammlung von komplementBxé6 (cDNS) aus verschiedenen
Geweben der Maus verwendet (Mouse Multiple TisddsA Panel I, MTC, Clontech, Palo
Alto, California, USA). Untersuchte Gewebe stammnaear Herz, Gehirn, Milz, Lunge, Leber,
Muskel, Niere, Hoden sowie 7, 11, 15 und 17 TagenaEmbryonen. Die einzelnen cDNS-
Proben wurden vom Hersteller auf vier Haushaltsg@ractin, Glycerinaldehy-3-Phosphat-

Dehydrogenase, Phospholipase A2 und ribosomalésiRi®29) normalisiert.

3.5.4 Auswertung der quantitativen Polymerase-Kettenreakion

Als Template wurde das zuvor hergestellte Konstmmkt Gprl5 und Gpr39 jeweils im
Donorvektor pDNR verwendet (siehe Material und Megn, Kap. 3.3.1 und 3.3.2). Um die
Anzahl der Teilchen in den Proben der Verdinnunigsreu bestimmen, wurde die
Konzentration des Kontruktes photometrisch mit dddV-160A-Spektrophotometer
(Shimadzu) ermittelt. Hierbei wurde die Absorptioei 260 nm durch 0,025 dividiert, wobei
0,025 (ng/mhicm® als spezifischer Absorptionskoeffizient doppelsgiger DNS (dsDNS)
galt. AnschlieRend wurde die molare Masse und @lerFormel M = m/n (M = molare
Masse, m = Masse, n = Stoffmenge) die Stoffmeng&ol und somit die Teilchenzahl (1
Mol entsprechen 6,0220 x £omol* Teilchen) bestimmt. Fir Gpr15-pDNR hieR das m
0,208 pg/ul, M = 3727,21 g/mol dsDNS und eine dmete Teilchenanzahl von
3,360625276 x 168. Fiir Gpr39-pDNR wurde eine Konzentration von 0,4@4ul und ein
molare Masse von 3895,40 g/mol dsDNS berechnetwslen Verduinnungsreihen fur
Gprl5-pDNR und Gpr39-pDNR angesetzt mit folgendenzéntrationen fur Gprl5: 1,08846
x 10*mmol dsDNS Template/ml, 4,3 x fonmol/ml, 2,1 x 1& mmol/ml, 1 x 1¢ mmol/m,

5 x 10° mmol/ml, 2 x 16 mmol/ml, 1 x 1 mmol/ml und 9,070527631 x T Fir Gpr39-
pDNR wurden die Konzentrationen 5,04 X 1mol/ml, 2,017 x 18° 1,02 x 10° nmol/ml,
5,04 x 10", 2,52 x 10" nmol/ml, 1,26 x 18" nmol/ml, 6,30 x 18° nmol/ml und 4,20 x 1&

nmol/ml angesetzt. Auf diesen Verdlinnungsreiherdemijeweils drei Real-Time-PCRs wie
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oben beschrieben mit Gprl5- oder Gpr39-Oligodesokigotiden durchgefihrt. Die

resultierenden Ct-Werte wurden gegen den Logarighnaer Anfangskonzentrationen
aufgetragen. Es wurde eine Korrelationsgeradelker@pplied Biosystems, SDS 2.1, Foster
City,USA). Fir jede Probe wurde anhand dieser Gerdi Ursprungsmenge an DNS
abgelesen. Es wurde der Mittelwert und der Starieller berechnet. In Analogie zur
relativen Quantifizierung wurden die ermittelten iden auf die Template-Ursprungsmenge
in der cDNS-Probe aus Hirngewebe bezogen (GrapdRaiP™, San Diego, USA). Die

Signifikanz der Unterschiede der Template-Mengenuiigéersuchten Gewebe im Vergleich

zu Hirngewebe wurde mithilfe eines Mann-Whitney-6sis ermittelt.

3.6 Phylogenetische Analyse

3.6.1 Stammbaume fir Gpr39 und Gprl5

Fur die Erstellung der Stammb&ume wurde zunéachst maultiples Alignment mit

CLUSTALX erstellt. Hierfir wurden die Peptidsequenzdes mGpr39 und mGprl5 bei
Ensembl in Datenbanken verschiedener Spezies also8&uresequenz (BLASTP) gesucht.
Gefundene Proteine mit der héchsten Homolgié’)(evurden als unbenannte Rezeptoren
definiert. Fir mGprl5 wurden so neun Proteinsegerergefunden. Dazu gehdrte die der
Ratte (Rattus norvegicus, Ensembl-Gen: ENSRNOGODRDEL5), des japanischen
Kugelfischs (Fugu rubripes, Ensembl-Peptid: SINFRQFD0165603), des Zebrafischs
(Danio rerio, Ensembl-Peptid: ENSDARP0000000194s Fadenwurms (Caenorhabditis
elegans, Ensembl-Peptid: C25G6.5), des Moskitosojhales gambiae, Ensembl-Peptid:
ENSANGP00000009053), der Fruchtfliege (Drosophilaelanogaster, Ensembl-Peptid:
CG10001) sowie die Uber NCBI gefundenen Proteinsezgn von Swiss-Prot des
Rhesusaffen (Macaca mulatta, Accession No. O97¢6B)720002), des Menschen (Homo

sapiens, Accession No. P49685; gi:1346170) und gténen Meerkatze (Cercopitheus
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aethiops, Accession No. 018982; ¢i:3023888). Furpr8& wurden folgende Sequenzen
verwendet: Rattus norvegicus (Ensembl-Peptid: ENSROD000004585), Fugu rubripes
(Ensembl-Peptid: SINFRUP00000135301), Drosophilalanmgaster (Ensembl-Peptid:
CG8795-PB), Anopheles gambiae  (Ensembl-Peptid: BNISR00000020410),

Caenorhabditis elegans (Ensembl-Peptid: K10B4.4) Wanio rerio (Ensembl-Peptid:
ENSDARP00000000661). Gerooted wurden die Sequegegen den entfernt verwandten
humanen Beta2-Adrenozeptor (Accession No. NM_00(B)2#:4501969), ebenfalls ein G-
Protein gekoppelter Rezeptor. Die Neighbour-JokBagme wurden mit Hilfe des

Programms MEGA generiert.
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4 Ergebnisse

4.1 mGpr39 und die untranslatierte Region

4.1.1 Suchstrategie zur Identifizierung des mMGPR39 und deuntranslatierten
Region

Da die Sequenz des Gpr39 in der Maus noch nichariyglkwar, wurde das Ortholog mit der
Sequenz des humanen Gpr39 (NM_001508; @i:4504096) emer Lange von 1362
Basenpaaren uUber Ensembl (BLAST 2.0) in der gergmars Datenbank der Maus gesucht.
Zwei Sequenzteile wurden auf Chromosom 1 gefundem einen die ersten 857 Basen
(465046-465902), zum anderen die Basen 858 bis ((3#02-660531).

Um die gefundene Sequenz Uber ESTs zu sichern,ended humane Gpr39 gegen Maus-
ESTs geblastet (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi).erehn Maus-ESTs wurden gefunden.
Die Konsensussequenz der Maus-ESTs (973 Basenpaa@g genomisch geblastet und die
Sequenz des mGpr39 ab Basenpaar 849 bis zum Stum1368) sowie die 3"-UTR mit
einer Lange von 338 Basenpaaren gesichert (siebéddibg 4.1 und 4.2).

Da der erste Teil der Sequenz des Gpr39 noch ficht ESTs bestatigt war, wurden die
ersten 800 Basenpaare der humanen Gpr39-Sequemgegen Rind-ESTs geblastet. Sechs
ESTs wurden gefunden. Die Konsensussequenz derESigd (1093 Basenpaare) wurde mit
der genomischen DNS (BLASTN) der Maus verglichen diie 183 Basenpaare lange 5'-
UTR sowie die Sequenz des Gpr39 bis zu den Basenp&&7 genomisch gesichert (siehe

Abbildung 4.1 und 4.2).
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1362 bp
lESFBbﬁ l EST-Blast

Konsensussequenz Rind-ESTs (1093 bp) Konsensussequenz Maus-ESTs (973 bp)

l Blast Maus genomisch l

5-UTR 3-UTR

Abbildung 4.1: Suchstrategie der 5"- und 3"-UTR des mGpr39

183 bp 1368 bp 338 bp

5-UTR mGpr39 3-UTR

Abbildung 4.2: mGpr39 mit 5°- und 3"-UTR.
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4.1.2 ldentifizierung des mGpr39

Fur die Amplifizierung des offenen Leserasters gd&Spr39 wurden zunachst Primer mit
EcoRI- und Xbal-Schnittstellen auf der Grundlage kigpothetischen Sequenz konstruiert.
Das auf der cDNS chronisch glutamatresistenter HA&®2n amplifizierte PCR-Produkt
wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen (siehe Abhijd4.3). Erwartet wurde ein Amplifikat
von 1368 Basenpaaren. Uber die EcoRI- und Xbal-@stellen wurde die Sequenz in den

pDNR-Vektor kloniert (siehe Material und MethodeKap. 3.3.1) und anschliel3end

sequenziert.

3054

2036
1636

1018

Gpr39

Abbildung 4.3: Verifikation der hypothetischen Sequenz des mGpiBi@ PCR mit mGpr39-
Oligodesoxynukleotiden (Lane 1) ergibt in der geftédophoretischen Auftrennung eine distinkte
Bande, die der hypothetischen entspricht. In Lank V2urde versucht, den mGprl5- (Lane 2),
mhm74- (Lane 3) sowie den hVPARezeptor (Lane 4) zu amplifizieren, ohne jedocldavdir den
mGprl5- noch VPAgRezeptor spezifische Banden zu erhalten. Agaradet® Seakem FMC
Bioproducts, Rockland, USA) mit Ethidiumbromid. DMEORenleiter (1 kb Leiter; Life

Technologies).
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4.1.3 ldentifizierung der 5 - und 3"-UTR

Um die 5- und die 3"-UTR des mGpr39 zu amplifiererwurden zwei neue Primerpaare
konstruiert. Die Primer der 5°- und 3"-UTR wurdem auf der hypothetischen Sequenz
erstellt, dass nach Amplifizierung der 5"-UTR el Basenpaare langes PCR-Produkt und
der 3"-UTR ein 1199 Basenpaare langes DNS-Fragmemtrwarten war (siehe Abbildung

4.4). Wie in Abbildung 4.5 zu sehen ist, wurden DN&gmente in dieser GroRenordnung
gelelektrophoretisch dargestellt, die nach Seqeenag mit der hypothetischen Sequenz

Ubereinstimmten.

1199 bp
upP LP
’ —_—> -—
S — -— 3
up LP

1145 bp

Abbildung 4.4: Primerdesign zur Amplifizierung der 5" - und 3"-U@Bs mGpr39. Upper und Lower
Primer (UP und LP) sowie die zu erwartenden Anigifionsprodukte mit einer Lange von 1145 bp

und 1199 bp sind eingezeichnet.
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2036
1636

1018

5-UTR 3-UTR

Abbildung 4.5: Bestéatigung der vorhergesagten Amplifikationspkteuder 5- und 3"-UTR des
mGpr39. Die PCR-Produkte entsprechen etwa den wxwarGroRen von 1145 bp fur die 5-UTR
(Lane 1) und 1199 bp fiur die 3"-UTR (Lane 3) despm89. Agarose-Gel 1%Sgakem FMC
Bioproducts, Rockland, USA) mit Ethidiumbromid. DMEORenleiter (1 kb Leiter; Life
Technologies).

4.1.4 Sequenz des mGpr39

In dieser Arbeit wurde der mGpr39 mit einer Vollignvon 1368 Basenpaaren kloniert, der
ein 465 Aminosauren langes Protein mit einem MdbBigewicht von 51584.32 Dalton
kodiert. Analysen des Gens (http://www.expasy.agigen mdgliche Glykosylations- und
Myristoylationsstellen, Proteinkinase-C- und Cakigiase-1I-Phosphorylationsstellen sowie
eine CAMP- und cGMP-abhangige Proteinkinase-Phagtdimnsstellen (siehe Abbildungen

4.6).
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TAGGGTGAATTATTCCAGGAAGTTACAATGAGAGAGCCGAAAAACTAAGTCACTCCTGGCCAGC -119

CAACCACAGTGACAGAAAAGTGTTGCGCCCACGCTGGTGAGTTGCGGGGCTTCTTTGGGAGGCC  -56

GAAGAAAGGGCAGTGGAGACATTTGGGGACCTGGTGGTCTGGGTCTCTCTTCCTCATGGCTTCA 9
M A S

TCCAGTGGCTCCAACCACATCTGCTCCCGTGTCATCGATCACAGCCATGTTCCTGAATTTGAGG 73
$ S G S NH I € s RV I DHSHV PEF E

r |
TGGCCACTTGGATCAAAATCACCCTCATCTTGGTGTACCTGATCATCTTTGTGGTAGGCATCTT 137
vV A TW I K I T LI LV Y L I I F V.V G | L

GGGCAACAGCGTCACCATCAGGGTTACGCAGGTATTGCAGAAGAAGGGCTATTTGCAGAAGGAG 201
gNSVTIRVTQVLQKKGYLQKE

T 1L
GTGACAGATCACATGGTCAGTTTGGCTTGTTCAGATATCTTGGTCTTTTTGATTGGCATGCCCA 265
VT DHM VS L ACS DI LV F LI G MFP

TGGAGTTCTACAGCATCATTITGGAACCCCCTGACCACACCCAGCTATGCTCTGTCCTGTAAGCT 329
M EFY S§I1 I W N PL TTPSY AL S CK'L

! 111 1
CCACACGTTCCTCTTTGAGACGTGCAGCTACGCCACACTGCTGCACGTGCTGACCCTCAGCTTT 393
H T F L F ET C S Y AT L L HV L T L S F

GAGCGCTACATTGCCATTTGTCATCCCTTCAAGTATAAAGCAGTGTCTGGACCTCGCCAGGTGA 457
E RY I Al CHPF KY KAV S G P R Q V

r v
AACTGCTGATTGGCTTTGTATGGGTCACCTCCGCCCTGGTGGCACTGCCTTTGCTCTTTGCCAT 521
K L L I G F VWV TS AL V ALZP L L FAM

GGGTATCGAGTACCCTCTGGTAAACGTACCCACTCACAAGGGACTCAACTGCAACCTCTCTCGC 585
G 1l EY PL VNVPTWHIK G L NCNIL S8 R

ACCCGCCACCACGATGAACCTGGAAACTCCAATATGTCCATCTGCACGAACCTCTCCAACCGTT 649
T R HH DEPGNS NMS I C TN LS NR

r \
GGGAGGTCTTCCAGTCCAGCATCTTTGGGGCCTTTGCTGTTTACCTGGTGGTCCTGGCGTCTGT 713
WEV FQ 8 8 I F G A FAVY L V VLA SV

GGCTTTCATGTGTTGGAATATGATGAAAGTGCTAATGAAGAGCAAGCAGGGCACTCTTGCAGGG 777
AAFMCWNMMI KV LMK S K Q G T L A G

ACCGGGCCACAGCTCCAGCTGAGGAAGTCAGAGAGTGAGGAGAGCCGGACAGCAAGAAGACAGA 841
T G P QL QL R KBS E E E S R T A R R Q

r VI 1
CCATCATATTCCTGAGACTGATTGTGGTGACGTTGGCCGTGTGTTGGATGCCCAATCAGATCCG 905
T!1 I'F LRL I VVTL A VCWMMUPN QIR
+

—_—
ACGGATCATGGCTGCAGCAAAACCCAAACATGACTGGACCAGAACGTACTTCAGGGCATACATG 969
R I M A A AKUP KHIDWT RTY FRAYWM

VII J
ATCCTCCTGCCCTTCTCTGATACCTTCTTCTACCTCAGCTCTGTGGTCAACCCTCTCCTCTACA 1033
/Il L L P FSD TFFY LS SV V NUPIL LY
ACGTGTCCTCTCAGCAGTTCCGGAAGGTGTTCTGGCAGGTGCTCTGCTGCCGCCTGACTCTGCA 1097
N Vs sQQ FRKV FWQV L COCRIL T L Q

GCATGCCAACCAAGAGAAACGCCAGCGTGCCCGCTTCATCTCCACCAAGGACAGCACCAGCTCA 1161
H A NQ E K R Q R A R F DS T S S

I 8§ T K
A A
GCCCGCAGCCCCCTCATCTTCCTAGCCTCCCGGCGCAGTAACTCTTCCTCCAGGAGAACTAACA 1225
A R S P LI FL A SR R SNZS S S 8 R R TN
A [ A A A

AGGTTTTCTTAAGCACTTTTCAGACTGAGGCCAAGCCTGGAGAGGCTAAGCCCCAGCCCTTGAG 1289
K VF LSTFQTEAKPGEAI K PQ P LS
TCCTGAGTCACCACAGACTGGCTCAGAGACCAAACCAGCTGGGTCCACCCCAGAAAATAGTTTA 1353
P E S P QTGS E TKUP AG ST PE NSIL

CSGG/EGCCAJGGéAG'\I’/ATGAATGGCAAGTTCAGAAGCCTTGAGCCGAAACTGGCTCTCCCCTCCCG 1417
stopp

CAAAAGCAAAGTTACCTTCACGCAGCAGCAGTCTCTGAATAGACTGTGACTCCTACTGGGACAG 1481
AATGGAAGCTCAAGGCTTTGGGAAAGGCAGATGCGTATCTCAATGACTTCTAAGGGCTGGTTCT 1545
TCCAGGCTAGCCTTGGCGGTGGTTAACCAGATTGGGATGGGAGGGTCTGGACTTTCTGCTCCAT 1609
GCTTTTTTCTTCAACTACACACAGAAATTCAGAATGAATTGGTTCAGAGCTTACAAAAGTATTT 1673
GTGCACGGCAATCTTGCGTTACTTGAAAGGAGGGAA 1737

Abbildung 4.6: Nukleotid- und Aminosauresequenz des mGpr39.NRimmerierung der Nukleotide
beginnt mit dem Initiations-Codon fiir Methionin. Mlithe N-Glykosylationsstellen (Quadrate),
Myristoylationsstellen (Kreise), Phosphorylatioedien fur Proteinkinase C (Dreiecke), Caseinkinase

Il (Sterne) und einer cAMP- und cGMP-abhéangigendiniinase (Kreuz) sind eingezeichnet.

38



4.1.5 Struktur des mGpr39

Sequenzanalysen des mGpr39 (http://www.cbs.dtiedktes/TMHMM-2.0/) zeigen einen

7-Transmembranrezeptor (siehe Abbildungen 4.7).
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Abbildung 4.7: 7-Transmembranstruktur des mGpr39.

4.1.6 Chromosomale Lokalisation des mGpr39

Der Rezeptor besteht aus zwei Exons, die durchngéian, das ca. 20 kB lang ist, getrennt

werden. Die chromosomale Organisation des mGpt38 Abbildung 4.8 dargestellt.
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Chromosom 1 Gpr39

Chromosome 1

[ Q9JJ96

Abbildung 4.8: Chromosomale Struktur des mGpr39. Q9JJ96 isBdmeichnung fur ein Swissprot-

Protein, Actr3 ein Marker-Symbol.

4.2 ldentifizierung des mGprl5

Da die Maussequenz des Gprl5 ebenfalls nicht Io¢kaar, wurde die humane Sequenz
(Accession No. NM_005290; gi:4885298) Uber Ensemblastet. Dabei fand sich ein
vermeintliches Gen ENSMUST00000023425 auf Chromod@&nDiese 1080 Basenpaare
(bp) lange Sequenz wurde mit Hilfe eines Primemmaaus cDNS amplifiziert (siehe
Abbildung 4.9) und in den pGEM-T-Easy-Vektor ligieZur Kontrolle wurde nun ein Verdau
mit EcoRI und Xhol durchgefiihrt. Es wurde eine 10®0lange DNS-Sequenz erwartet, die
nach dem Verdau uber ein 1%iges Agarose-Gel agfgatwurde (siehe Abbildung 4.10). In
der erhaltenen Sequenz waren im Vergleich zur gesabran Sequenz funf Basenaustausche
zu verzeichnen, die in einem der Félle einen Andnosaustausch bedeuteten. Mutationen,

die keinen Aminosaureaustausch nach sich zogeremauf Position 2925CG stattACG,

40



Postition 432GCG stattACG, 498ACC stattGCC und Postition 838 TIC statt TCT. Die
Mutation auf Position 6AATC stattT TC bedeutete einen Aminosdureaustausch von Isoleuci

nach Phenylalanin.

Gpr15 1080 bp

Upper primer

<
<

Lower primer

Abbildung 4.9: Klonierungsstrategie des mGpr15.

3054 pGemTeasy

2036

1636

1018

Gpr15

Abbildung 4.10: Testverdau des mGprl5-pGEM-T-Easy (Lane 3). Ded&te (EcoRI/Xhol) zeigt
eine Bande in Hohe der erwarteten GroRe des mGAAAD bp). Agarose-Gel 1%¢akemFMC
Bioproducts, Rockland, USA) mit Ethidiumbromid. BMGroRenleiter (1 kb Leiter; Life

Technologies).
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4.2.1 Sequenz des mGprl5

Der mGprl5 besteht aus 1080 Basenpaaren, die @nABtinosauren langes Protein mit

einem Molekulargewicht von 40541.22 Daltons koelefsiehe Abbildung 4.11).

ATGGAACCAGCAACAGCCCTGCTGATTGTGGATTACTATGACTACACAAGCCCAGATCCTCCTA 64

M EP ATATLLTIVYDYYDY T SPDTPP
-

TCCTGGAGACTCCCTCCCACCTGTCCTACACATCTGTCTTCCTCCCTATCTTTTACACAGTTGT 128

I"LE TP SHLSYTSVFLPIFYTUVYV

I )
ATTCTTGACTGGAGTGGTGGGGAATTTCATCCTCATGATAGCTCTGCATTTCAAACGCGGCAAC 192
F LTGV V GNFILMI ALHFTZKTRGN
r 1l
CGAAGATTGATCGACATCTTTATCATCAACCTGGCTGCCTCTGACTTCATTTTCCTTGTCACAG 256
R RL I DI FI I NLAASTUDTFEFI FLVT

e ——
TGCCTCTTTGGATGGATAAGGAAGCCTCTCTAGGATTATGGAGGACTGGCTCTTTCCTGTGCAA 320
vV PL WM DI K EA S L GLWR T GS F L C K

r i 1
AGGCAGCTCCTATGTGATCTCCGTGAACATGCACTGTAGTGTCTTCTTGCTCACATGCATGAGC 384
GsS sSY VI sV NMMHTCSV F L L TCM S

ATGGACCGTTACCTGGCTATCATGCACCCAGCCTTAGCCAAGAGATTGCGAAGGAGAAGCTCTG 448
M DR Y L A I M HP ALAIKWRILRR R S S
L ]

r A%
CATATGCAGTGTGTGCCGTCGTCTGGATCATCTCATGCGTCCTGGGGTTACCCACTCTTCTGTC 512
AY AV C AV V W1l I 8$C VL GLP TLL S

=
CAGGGAGCTCACTCACATTGAAGGCAAACCATACTGTGCAGAGAAGAAACCCACGTCCTTAAAA 576
RELTHIEGKPYCAEKKPIiLK

r Vv
CTGATGTGGGGCCTGGTAGCCTTGATTACCACCTTTTTCGTCCCCCTCCTGAGCATTGTGACCT 640
LM W G LV AL I TTFFV PLL S I VT

e |
GCTACTGTTGCATCACAAGGAGGCTGTGTGCTCATTACCAGCAGTCGGGAAAGCATAACAAGAA 704
cy ccl!l TRR L CAHY Q Q@S GK H K K

r VI
ACTAAAGAAGTCCATAAAGATCGTTATTATTGCGGTGGCGGCCTTCACCGTCTCCTGGGTACCC 768
LK K S 1 K I Vv 1I A VA AFT V S WVP

f—)
TTTAACACTTTCAAGCTCCTAGCCATTGTTTCAGGGTTCCAGCCAGAAGGCCTTTTTCACTCCG 832
N T F K LAl VS GF QP E G L F H S

r Vil
AGGCTCTGCAGCTGGCCATGAATGTGACTGGGCCCTTGGCCTTTGCCAGCAGCTGTGTCAACCC 896
E AL QL AMNYVT GZPLAF AS S CVNFP

|
-
TCTCATTTACTATGTCTTTGACAGCTATATCCGCCGGGCCATTGTACGTTGTCTGTGCCCTTGT 960
L1 YyyYyVvV FDSYI| RRAIV RCL CUPC
CTGAAGACCCACAACTTTGGGAGCAGCACTGAGACATCGGACAGTCACCTCACTAAGGCTCTTT 1024
L KT HNF G $ 8 TET S D S H L TK AL
CCAACTTCATTCATGCAGAGGATTTCATCCGGCGGAGGAAGAGATCTGTGTCACTC 1080
S NF I HAE DF I RR RKIR SV S L

+

Abbildung 4.11: Nukleotid- und Aminosauresequenz des mGprl5. Mhbglic N-
Glykosylationsstellen (Quadrate), Myristoylatiomdtein (Kreise), Phosphorylationsstellen der
Proteinkinase C (Dreiecke), Caseinkinase Il (®ersowie der cAMP- und cGMP-abhangigen

Proteinkinase (Kreuze) sind eingezeichnet.

4.2.2 Struktur des mGprl5

Analysen der DNS-Sequenz (http://www.cbs.dtu.dkises/TMHMM-2.0/) zeigen eine 7-

Transmembranstruktur des mGprl5 (siehe Abbildufhg)4.
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Abbildung 4.12: 7-Transmembranstruktur des mGpr15.

4.2.3 Chromosomale Lokalisation des mGprl5

Der mGprl5 ist auf Chromosom 16 lokalisiert undidesaus einem Exon (siehe Abbildung

4.13).

Chromosom 16 Gpri5

A3

E1

E2

I QICQX5

Abbildung 4.13: Chromosomale Struktur des mGprl5. Bekannte Enis&mbe sind Cpox, ein
Marker-Symbol des Ensembl-GeBNSMUSG00000022742, und Q9CQX5, ein Swissprot-Rrote
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4.3 ldentifizierung des hVPAG

In dieser Arbeit wurde der humane VPARezeptor mit einer Vollange von 1317
Basenpaaren kloniert. Das aus 438 Aminoauren bestiehProtein wird auf Chromosom 7
036.3 kodiert und besteht aus 13 Exons. Die Gr@&Bendrons variiert von 68 bp (Intron 11)

bis 45 kb (Intron 4).

3054

2036
1636

1018

VPAC;

Abbildung 4.14: Verifikation der hypothetischen Sequenz des hVRREzeptors. Die PCR mit
VPAC,-Oligodesoxynukleotiden ergibt in der gelelektropgtschen Analyse eine Bande in Hohe der
erwarteten 1317 bp (Lane 1). Agarose-Gel B8egkem FMC Bioproducts, Rockland, USA) mit

Ethidiumbromid. DNS-GroRenleiter (1 kb Leiter; Lifechnologies).

Die PCR-Primer wurden auf der Sequenz des humarB2 YHomo Sapiens Vasoactive
Intestinal Polypeptide Receptor 2; Accession L4Q®$412836) gebaut und der Rezeptor,
wie in Material und Methoden (siehe Kap. 3.3.3)deigben, amplifiziert (siehe Abbildung

4.14). Dabei fanden sich im Vergleich zum hVIP2 ifito Sapiens Vasoactive Intestinal
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Polypeptide Receptor 2; Accession L40764; gi:712&%8hs Mutationen, die in drei Fallen
auch einen Aminosaureaustausch bedeuteten. Didaadee sich auf Position 116CA
(Alanin) stattACA (Threonin), Position 1235 @&C (Arginin) statt Q\C (Histidin) und auf
Position 1271 und 1272 @& (Glycin) statt GCG (Alanin). Keinen Aminosaureaustausch

bewirkten die Mutationen auf Position 288, 825 aad8.

4.4 Phylogenetische Ergebnisse

4.4.1 Stammbaume des Gpr39 und Gprl5

Neighbor Joining ist eine distanzbasierte Methada®, phylogenetische Stammbaume zu
erstellen. In den Abbildungen 4.15 und 4.16 wurdiém Sequenzen gegen den entfernt
verwandten humanen Beta2-Adrenozeptor gerootet. ahleand der Abbildungen zu sehen,
zeigen die erhaltenen Baume eine enge verwandtichafNahe zwischen Mensch, Ratte
und Maus, sowohl fir den Gpr39 als auch fir denl&pbie Sequenzen beider Rezeptoren
wurden in den verschiedensten — auch weit vonegraedtfernten — Spezies identifiziert.

Dies lasst auf eine evolutiondre Konservierung isBeih und legt somit eine wichtige

funktionelle Bedeutung beider Rezeptoren nahe.
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Mus musculus

Rattus norvegicus

Homo sapiens

Fugu rubripes

Drosophila melanogaster

Anopheles gambiae

C. elegans

Danio rerio

Beta2-Adrenozeptor

Abbildung 4.15: Gpr39: hchste Homologie >*&jeder Spezies.

Macaca mulatta

Homo sapiens

Cercopitheus aethiops
LI: Rattus norvegicus
Mus musculus

_| Fugu rubripes

Danio rerio

C. elegans

Anopheles gambiae

Drosophila melanogaster

Beta2-Adrenozeptor

Abbildung 4.16: Gprl5: héchste Homologie *Yeder Spezies.
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4.5 Gewebeexpression des Gprl5 und Gpr39 in der Maus

4.5.1 Primerspezifitat

Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR zantfolle der synthetisierten Primer Uber
ein 4%iges Agarose-Gel (NuSieve, FMC Bioproductecktand, USA) zeigt jeweils eine
spezifische Bande ohne weitere Nebenprodukte ineHtdr erwarteten 73 Basenpaare fur

Gprl5 und 99 Basenpaare fur Gpr39 (siehe Abbilduhg).

Abbildung 4.17: Die PCR mit Gprl5- (Lane 1-4) und Gpr39-Oligodesusleotiden (Lane 5-6)
ergibt in der hoch auflésenden gelelektrophoreéach Analyse bei der richtigen
Anlagerungstemperatur nur eine distinkte Bande radatigen Grof3e. Lane 1: Leerprobe; Lane 2:
Gprl5 53°C fur 35 Zyklen; Lane 3: Gprl5 53°C firZklen; Lane 4: Gprl5 60°C fur 40 Zyklen;
Lane 5: Gpr39 55°C flir 35 Zyklen; Lane 6: Gpr39®0tr 35 Zyklen. Agarose-Gel 4% (Nu-Sieve,
FMC Bioproducts, Rockland, USA) mit EthidiumbromiBNS-GrolRenleiter (100 bp Leiter; Life

Technologies).

4.5.2 Gewebeexpression des Gprl5 und Gpr39 in der Maus

Fur die relative Quantifizierung wurde eine Stad#arve mittels einer Verdinnungsreihe
bekannter DNS-Konzentrationen hergestellt. Tragh mdan Logarithmus der eingesetzten
DNS-Menge gegen den in der PCR erhaltenen Ct-WHdyteshalt man eine Standardkurve

anhand deren Steigung die Amplifikationseffizierer °CR ermittelt wird (E=185*9"",
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Fir jede einzelne Reaktion der untersuchten Gewaftenun Uber den erhaltenen Ct-Wert
und die bekannte Amplifikationseffizienz die DNS-We ermittelt (siehe Abbildungen 4.18,
4.19 und 4.20). Da bei einigen Geweben im erstersuéh fir mGprl5 nur auf einer der
jeweils drei Proben ein Signal erschien, wurde aweiter Versuch mit mGprl5 unter
gleichen Bedingungen durchgefuhrt. AnschlieRenddenfir jeden Versuch alle Gewebe auf
den jeweiligen Mittelwert des Gehirngewebes geeidas heisst die einzelnen Gewebe durch
den Mittelwert der Transkriptmenge des Gehirngewatieidiert. Durch diesen Schritt fallt
die Einheit der Standardkurve weg. Die Ergebnissarden graphisch dargestellt
(GrapdPadPrism#, San Diego, USA) (siehe Abbildungen 4.21 und 4.Z®r U-Test von
Mann-Whitney, ein non-parametrischer Test zum \&cgl zweier Teilstichproben, wurde als
statistischer Test angewandt. Es zeigte sich eiakkes Hochregulation des mGpr39 im
Gehirngewebe (siehe Abbildung 4.21). Der statisBscU-Test von Mann-Whitney,
angewandt auf die Gewebe von Gehirn und Hoden felereicht hochreguliert), ergab
einen p-Wert von 0,05. Da in diesem Experiment ¢ Stichproben erhoben wurde und
innerhalb der Stichproben des Hirngewebes ein AResrezu finden war, wurde ein
Mediantest durchgefuhrt, bei dem p<0.05 betrug. Bigebnisse fur mGprl5 zeigen eine
starke Expression in Gehirn- und Hodengewebe (siditeldung 4.22). Der exemplarisch
gewahlte p-Wert zwischen Gehirn- und Milzgewebe de&Sprl5 ergab bei einseitiger
Testung einen p-Wert von 0,0011. Dieser Wert lagitlich unter dem Signifikanzniveau

p<0.05, was die Expression von mGprl5 im Gehirngpeneestatigt.
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Abbildung 4.18: Verdunnungsreihe und Korrelationsgerade des mGgothée Darstellung der Ct-

Werte der unbekannten Ausgangsmengen (erster \l'grdder Korrelationskoeffizient R2 ist in
diesem Versuch 0,99.
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Abbildung 4.19: Verdunnungsreihe und Korrelationsgerade des mGgothée Darstellung der Ct-

Werte der unbekannten Ausgangsmengen (zweiter dt@rsDer Korrelationskoeffizient R2 ist in
diesem Versuch 0,96.
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Abbildung 4.20: Verdiinnungsreihe und Korrelationsgerade des Gp@&Darstellung der Ct-

Werte der unbekannten Ausgangsmengen. Der Kooe&koeffizient R2 ist in diesem Versuch 0,97.
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Abbildung 4.21: Expressionsunterschiede des Gpr8&eweben der Maus.

Gprl5

7.5%10 %+

5.0%10 %+
2.5%10 %+
0.0-

PN q«eﬁ@
\Q, S Y Y XY
& @ 040 QJQSSSS

arbitrare
Transkriptmenge

NGEECASENN 6(\
TR @ & Q}Q Q}Q Q}Q
D B B B
,\,6 B (0,6 ,\,6
SAENIEN
Gewebe

Abbildung 4.22: Expressionsunterschiede des Gprl5 in Geweben desM
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4.6 Oberflachenlokalisation des mGpr39

Die Fusion von Proteinen mit Fluorophoren wie EG§tPeine geeignete Methode, um die
Verteilung dieser Proteine innerhalb der lebendestieZzu beobachten. EGFP ist ein
Reportergen und ein Marker, der grin floureszigenn er blauem oder ultraviolettem Licht
ausgesetzt wird. Transfizierte Zellen kdnnen socorBiezenzmikroskopisch identifiziert
werden.

Fur die durchgeflihrte Elektroporation wurde ein Drektor (pDNR) eingesetzt, der neben
EGFP auch ein synthetisches Signalpeptid (SP) sewiélA-tag besald. Das HA-tag stammt
von einem Epitop des Influenza-Hamagglutinin-PregeWird ein Protein N- oder C-terminal
mit einem HA-tag markiert, kann es mittels speelisr Antikorper durch beispielsweise
Immunblotten oder Immunfarbungen nachgewiesen wer8gnalpeptide bestimmen, neben
anderen Signalbereichen, den Zielort eines Proieimer Zelle. Handelt es sich ein um N-
terminales Signalpeptid, wird das Protein an dignzambran dirigiert und das Peptid nach

der Insertion des Proteins in die Membran abgespalt

4.6.1 Plasmid-Konstruktion pDNR-SPHA-Gpr39-EGFP

Das zu transfizierende Kontrukt pDNR-SPHA-Gpr39-BGEiehe Material und Methoden,
Kap. 3.4.1) wurde nach einem Testverdau mit Ecol BamHI durch ein Agarose-Gel
aufgetragen, und wie erwartet fiel ein DNS-Fragmentder Grdl3enordnung von 1400

Basenpaaren aus (siehe Abbildung 4.23).
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pDNR-SPHA
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Abbildung 4.23: Testverdau des MaxigDNR-SPHA-Gpr39-EGFREcoRI/ BamH]I). Der Verdau
zeigt eine distinkte Bande in Hohe der erwartetedl3@ (Lane 1). Agarose-Gel 1%gakemFMC

Bioproducts, Rockland, USA) mit Ethidiumbromid. BMGroRenleiter (1kb Leiter; Life
Technologies).

4.6.2 Lokalisation des mGpr39 an der Zellmembran

Die Expression des mGpr39, gekoppelt an einen EBéifbrvektor, konnte 48 Stunden nach
der Transfektion an der Zellmembran bestatig weréém Signal in der Zellmembran setzte
sich deutlich gegenlber der Kontrolltransfektiort pDNR1-EGFP-N3 (siehe Material und
Methoden, Kap. 3.4.1) ab, bei der ein diffuses Sigmer die gesamte Zelle zu erkennen war

(siehe Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.24: Transient mit pDNR-SPHA-Gpr39-EGFP transfizierte @Hellen nach 48
Stunden.1440-fache VergréRerung.



5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die bislang unbekammurinen Rezeptoren Gprl5 und Gpr39
zu klonieren, ihre phylogenetische Verwandschaftkizwen sowie ihre Gewebeexpression

und Zelllokalisation genauer zu beschreiben.

5.1 mGpr39

5.1.1 Sruktur des mGpr39

Analysen des Gens (http://www.expasy.org) zeigemerei 7-Transmembranrezeptor mit
Glykosylations- und Myristoylationsstellen, Profdnase-C- und Caseinkinase-II-
Phosphorylationsstellen sowie einer cAMP- und cGabRangigen Proteinkinase-
Phosphorylationsstelle (siehe Abbildungen 4.6 und).4Phosphoryliert werden Serin-,
Threonin-, und Tyrosinreste durch Proteinkinaserdufig sind sie im Bereich des
intrazellularen C-Terminus zu finden (Howard ef aD01) und kdnnen unter anderem eine
Desensibilisierung des Rezeptors bewirken (Haubdgrfal., 1990). Uber eine G-Protein
gekoppelte Rezeptorkinase wird der aktivierte Rexgphosphoryliert. Dies wiederum fluhrt
zu einer Bindung von Arrestin (Krupnick und Benqvi®98). Dieser Komplex zwischen
phosphoryliertem Rezeptor und Arrestin verhindeirie eweitere Interaktion zwischen
Rezeptor und G-Protein und somit eine massive Kellarung (Metaye et al., 2005). Der
mGpr39 weist am intrazellularen C-Terminus sechglioide Proteinkinase-C- und vier
Caseinkinase-1l-Phosphorylationsstellen auf. N-Gfjtationen gehodren zu einer der
haufigsten post-translationalen Modifikationen dePCRs und finden N-gebunden am
terminalen Stickstoff von Asparagin statt. Die Nykilsylationen spielen eine Rolle in der
Zelloberflachenexpression der Rezeptoren (Duveetagl., 2005). So ist zum Beispiel fir

den AT1R (Angiotensin-Typ-1-Rezeptor) die Glykosyla zwingend fir eine
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Oberflachenexprimierung notwendig (Deslaurierslgtl®99). Zudem spielen sie eine Rolle
in der Faltung des AT1R (Lanctot et al., 2005) undglicher Weise auch bei anderen
GPCRs. Die N-Glykosylationen sind bei GPCRs Ubeyemel in der zweiten extrazellularen

Schleife lokalisiert (Lanctot et al., 2005). Auclerdmurine Gpr39 hat drei seiner funf

maoglichen Glykosylationen im Bereich der zweiterrazellularen Schleife, also zwischen

der vierten und finften Transmembranregion (siebkildung 4.6).

Myristoylation ist eine Lipidmodifikation am N-Telinus von Proteinen. Myristat, eine

geséttigte Fettsaure, wird hierbei spezifisch anGlycin gebunden (Boutin, 1997) und

beeinflusst so die Interaktion zwischen Protein uelimembran (Resh, 2004). MGpr39

weist vier magliche Myristoylationsstellen auf ubdsitzt so insgesamt also eine Reihe von

Modifikationen, die typisch fir GPCRs sind.

5.1.2 Antisense-Gen

Der Gpr39 ist ein Waisen-Rezeptor, dessen Mausedzgauvor nicht kloniert wurde. Um
den mGpr39 zu klonieren, wurde zunachst die hunfBeguenz geblastet. Zwei Exons
wurden auf Chromosom 1 lokalisiert (siehe Abbilduhg). Um die ermittelte genomische
Sequenz Uber ESTs zu sichern, wurde die humaneeBe@egen Maus-ESTs geblastet. 13
Maus-ESTs wurden so gefunden. Hierbei fallt augsdaei einigen Maus-ESTs des zweiten
Exons eine Umwandlung der Sequenz in einen Reverspiementstrang notwendig ist.
Einige EST-Sequenzen beginnen dann mit einem Pp¢hwanz, der 89 Basenpaare vor
Beginn der klonierten mGpr39-Sequenz liegt (sielobilung 5.1). Zu erklaren wéare dies
durch ein beschriebenes Gen, MGC29643, das als RitiSense-Transkript des humanen
Gpr39 bekannt ist (Hu et al., 2004). Das MGC29648+Besteht aus vier Exons und kodiert
ein 165 Aminsosauren langes Protein, dessen Fumkiaint bekannt ist (Hu et al., 2004). Die
Transkripte stammen von demselben Genlokus, weralégrdings in gegensatzlicher

Richtung transkribiert (Hu et al., 2004). Die Trmgte Uberlappen sich mit 1261
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Basenpaaren in der Exonregion extern des 3" -Entiegt(al., 2004). Ein bei den Maus-ESTs
beobachteter Poly(T)-Schwanz kénnte dementspreclvemd einem Antisense-Tranksript

stammen.

gpr39 1368 bp

aus HT22 amplifizierte Sequenz
EST-Sequenz

A4

Abbildung 5.1: EST-Sequenz des mGpr39.

5.1.3 Oberflachenlokalisation des mGpr39

Meine Ergebnisse zeigen eine Exprimierung des m@&pt8 Stunden nach transienter
Transfektion an der Zellmembran. In der Literagirdie Expression des humanen Gpr39 an
der Zellmembran beschrieben (Holst et al., 2004y die konstitutive Internalisation zu
Uberprifen, wurde der humane Gpr39 am extrazednl&-Terminus mit einem FLAG-Tag
gekennzeichnet und stabil in HEK293-Zellen transfiz AnschlieRend wurde das FLAG-Tag
mit M2-Antikorpern (die das FLAG-Tag erkennen) iart. In diesen Versuchen zeigte sich
der Gpr39 fast ausschlie3lich an der Zellmembravist al., 2004). Um die mikroskopisch
dargestellten Ergebnisse zu bestatigen, wurde ihmiRa dieser Arbeit ein Western-Blot mit
HA-Antikbrpern angefertigt, der in Hohe von 51,5 kihe Bande zeigt. Insgesamt ist dieser
Blot jedoch nicht eindeutig zu interpretieren, sassl fur weitere Untersuchungen ein
Immunofarbetechnik zu empfehlen wéare. Es ist inld@raur bekannt, dass GPCRs haufig
SpleiBvarianten und Modifikationen besitzen (Min@@m 2001). Auch dies konnte ein
erschwertes Western-Blotten erklaren. Zusammeniddsann in diesem Experiment also die

Oberflachenexprimierung des mGpr39 bestatigt werden
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5.1.4 Gewebeexpression des mGpr39

In der durchgefiihrten quantitativen Polymerasedfetiaktion wurde SYBR Green
eingesetzt, ein Farbstoff, der in dsDNS interkaliBiese Methode ist etabliert und mehrfach
beschrieben worden. Fir die Bewertung der Ergebnigéssen jedoch einige beeinflussende
Faktoren berlcksichtigt werden. Zum einen bindetBRY Green unspezifisch an
Doppelstrang-DNS, so dass auch Primer-Dimere und beiMeodukte einen
Floureszenzanstieg bewirken kénnen. Um die Spatzifler PCR zu ermitteln wurde eine
Schmelzkurve erstellt. Da kleinere PCR-Fragmentereiniedrigeren Schmelzpunkt haben,
kann so nach dem letzten PCR-Zyklus die LAngerdder Reaktion amplifizierten Produkte
Uberprift werden. In allen drei Versuchen diesebbeftrwaren keine unspezifischen PCR-
Produkte zu ermitteln.

Desweiteren ist fir eine mdoglichst verlassliche Qifizierung eine zuverlassige
Standardverdinnung notwendig. Die Konzentratiortshesung erfolgte Uber eine
photometrische Messung. Da in meinen VersuchersStiadardreihen nicht im Bereich der
gemessenen Werte lagen, kénnen kleine Schwankungdereich der Standardreihe eher
Auswirkungen auf die Steigung der Korrelationsgeradund somit die ermittelten
Ergebnissen haben. Um eine Vergleichbarkeit deeau gewahrleisten, wurden gleiche
Verdunnungsreihen erstellt und alle Messwerte achif bestimmt. Die Ergebnisse der
quantitativen PCR zeigen eine Hochregulation deprd&im Gehirngewebe der Maus, die
statistisch mit p<0.05 relevant ist. In der Literatveist eine Northern-Blot-Analyse darauf
hin, dass die periphere Expression des humanerG@GuidaMagen und Dinndarm beschrankt

ist und er vermehrt im zentralen Nervensystem zdedin ist (McKee et al., 1997).

5.1.5 Phylogenetik des Gpr39

In den erstellten BAumen zeigt sich eine verwahdftache Nahe zwischen dem humanen

Gpr39 und dem Gpr39 in der Maus sowie eine evalétie Konservierung Uuber
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verschiedenste Spezies. In der Literatur sind diali8hkeiten der Sequenzen des Gpr39 in
verschiedenen Spezies bislang nicht untersuchtemord

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe (Joost unthiver, 2002) wurde der Gpr39 innerhalb
der GPCRs der Gruppe A, den Rhodopsin verwandtee@@aren, zugeordnet (Abbildung
2.2). Mittels Datenbanksuche (Swissprot NCBI, SvAsst, EMBL und GPCRDB) wurde in
dieser Arbeit eine Liste mit 81 Waisen-Rezeptommie 196 humanen GPCRs mit bekannten
Liganden erstellt. Von diesen Sequenzen wurderSdopienzen der 241 Rezeptoren, die den
Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren der Familie A angehpmittels PHYLIP 3.6 verglichen
und ein phylogenetischer Stammbaum erstellt. Anhaliegses Baumes wurden 19
Untergruppen der Familie A eingeteilt. Gpr39 geliderbei in eine Untergruppe, die Peptide
bindet. Zu diesen Peptidliganden zahlen NeuromedNieurotensin, Motilin, Endothelin,
Bombesin und die Releasing-Hormone fur Growth Horn@H) und Thyreotropin. Gpr39
konnte diesem Stammbaum zufolge also kleine Pepiitiden, so wie die ihm verwandten
Neurotensin-Rezeptoren NTR1 und -2.

Initial wurde der humane Gpr39 Uber den GHSR (Gholbrmone Secretagogue Receptor)
identifiziert (McKee et al., 1997). Bereits bei Me& et al. wurde der Gpr39 Uber Nukleotid-
Sequenzanalysen dem NTR1 und GHSR zugeordnet. Zatwe spater wurde Ghrelin, ein
GHSR bindenes Peptid identifiziert (Kojima et aB99). In einem Paper von 2004 wurde der
Gpr39 schliel3lich in einem phylogenetischen Stammbdargestellt und verwandschaftliche
Beziehungen zwischen dem Ghrelin-Rezeptor, dem ham&pr39, Neurotensin-Rezeptor-1
und -2, sowie Neuromedin-U-Rezeptor-1 und -2 awdggzaHolst et al., 2004). Auch in den
phylogenetischen Baumen, die unsere Arbeitsgruppstelie hat, zeigt sich diese
verwandtschaftliche Nahe zwischen Gpr39, GHSR uadrdtensin (siehe Abbildung 2.2).

Der in dieser Arbeit erstellte Baum des Gpr39 @iétbbildung 4.15) offenbart also eine
grol3e verwandtschaftliche Nahe zwischen MenschMads, was ein Hinweis darauf sein

kann, dass die fiur die Maus erzielten Ergebnisee &elevanz fur den Menschen haben
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sowie eine hohe evolutiondre Konservierung. Weipéndogenetische Analysen legen zudem
nahe, dass der Gpr39 ebenso wie die verwandtenpieer durch kleine Peptide aktiviert

wird (Zhang et al., 2005).

5.1.6 Signalweg

Heterotrimere GTP bindende Proteine — auch G-Rretgenannt — bestehen aus je einer

B- undy-Untereinheit. Sie werden anhand detntereinheit in die vier ProteinfamiliensG
Gi, Gyr1, Gizniz eingeteilt, die Uber inhibierende oder aktivieren8ignalwege wirken
(Howard et al., 2001). Um die Funktion eines Reaeptu verstehen, ist es von Interesse, den
Signalweg, Uber den ein Rezeptor aktiviert wird widkt, zu kennen. Unsere Arbeitsgruppe
hat die chronisch glutamatresistenten HT22-Zellengenen auch der Gpr39 hochreguliert
war, verschiedenen Toxinen, wie CTX (Choleratoxi?yJA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)
und PTX (Pertussistoxin), ausgesetzt, die die Glataensitivitat herabgesetzt haben und
protektive Wirkung durch Hemmung des.@ekoppelteroder durch Aktivierung des &
und Gy-Signalwegs gezeigt haben (Habilitation Axel Metfnélolst et al. haben sich in
einem Paper, das die konstitutive Aktivitat behdindeereits mit dem Signalweg des
humanen Gpr39 beschaftigt (Holst et al.,, 2004). den Weg der transkriptionellen
Regulation des humanen Gpr39 zu untersuchen, wutd@erimente mit HEK293-Zellen
durchgefuhrt, die zuvor mit Gpr39 transient trazisft worden waren. In diesen
Experimenten zeigt der Gpr39 seine hochste Aktivitdenn er tUber den Serum-Response-
Element-Weg akiviert wird (Holst et al., 2004). fesistoxin hingegen, das den Signalweg
uber G inhibiert, erzielt keinerlei Anderung in der Sidyermittlung (Holst et al., 2004). Bei
der Verwendung eines Rho-Kinase-Inhibitors wird &RE- Aktivitatt um mehr als 60%
gesenkt (Holst et al., 2004). Daufz13 haufig funktionell an die Rho-Kinase gekoppelt ist,

konnen diese Versuche als Hinweis auf dieses GRr8lystem angesehen werden.
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Zusammenfassend gibt es demnach in der Literatenzébgende Hinweise, dass der Gpr39

uber den @13, Gs oder G-Signalweg aktiviert wird.

5.1.7 Konklusion

Die hier durchgefihrten Versuche zeigen, dass d&om30 in der Zellmembran lokalisiert ist
und hauptsachlich im Gehirn exprimiert wird. Folgesuche unserer Arbeitsgruppe haben
ergeben, dass eine transiente Uberexpression depr3®Gim Zellversuch vor
Glutamattoxizitat schitzt. Dies stitzt die Hypotheslass der hochregulierte Rezeptor
protektive Signalvermittlungswege aktiviert. Die8é&tivierung kann entweder konstitutiv
oder durch Ligandenbindung stattfinden. Ziel weiteExperimente kénnen nun zum einen
Erkenntnisse Uber den Signalweg sowie zum andeeefdédntifizierung des Liganden sein,
um moglicherweise in Zukunft pharmakologische Afigpunkte bei der Behandlung

neurodegenerativer oder zerebraler Ischamie zutenha

5.2 mGprl5

In dieser Arbeit wurde der 1080 Basenpaare lang@nitskloniert, der auf Chromosom 16
lokalisiert ist und ohne Intron ein 360 Basenpdamnges Protein mit einem Molekulargewicht

von 40541.22 Daltons kodiert.

5.2.1 Phylogenetik und Struktur des Gprl5

Der Gprl5 ist ein Waisen-Rezeptor, also ein Rezegdéssen Ligand nicht bekannt ist. In den
in meiner Arbeit erstellten Baumen, welche die \amdischaftiche Nahe des Gprl5
zwischen den verschiedenen Spezies darstelledeisGprl5 in der Maus am engsten mit
dem Rezeptor der Ratte verwandt (siehe Abbildut§)4Der nachste abzweigende Ast fihrt

zu Mensch und Affe. Innerhalb der GPCRs gehortGlerl5 strukturell zur Rezeptorgruppe
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A, d.h. zu den rhodopsinverwandten Rezeptoren {daod Methner, 2002), und wird der
Untergruppe zugeordnet, die Angiotensin, Bradykunim Apelin bindet (Abbildung 2.1). In
seiner Funktion ahnelt der Gprl5 jedoch den ChemBlgzeptoren, die genau wie Gprl5
Co-Rezeptoren fur HIV sind (Deng et al., 1997). fearzan et al. wird diskutiert, ob der
Gprl5 der Familie der Chemokin-Rezeptoren angelrt.fehlt allerdings Cystein in der N-
terminalen Region und ebenso an der dritten eXiwdéeen Schleife, wo Cystein bei den
Chemokin-Rezeptoren Disulfid gebunden ist (Farzaad.e1997). Jedoch weist der Gprl5 an
seinem NH-Terminus drei Tyrosin-Aminosauren auf, die als Mauch bei den HIV-Co-
Rezeptoren CCR5 und CXCR4 zu finden sind (Farzaal.etl997). Veranderungen dieser
Tyrosine zeigen fir CCR5 eine niedrige Effizienanbdcindringen des HI-Viruses in die
Zelle (Farzan, unveroffentlichte Beobachtungen) Wddnten somit auch fir Gprl5 eine
Bedeutung fir das Eindringen des HI-Virus in didleZbaben. Desweiteren zeigt der Gprl5
maogliche Phosphorylations-, N-Glykosylations- ungrigtoylationsstellen (siehe Abbildung
4.11 und zur Erlauterung Kap. 5.1.1).

FUr eine mdgliche Identifizierung des Ligandenestvon Bedeutung, dass der Rezeptor den
gleichen Verwandtschaftsgrad zum Apelin-Rezeptore wiu den Angiotensin- und
Bradykinin-Rezeptoren aufweist. Es kénnte also,s#iss er ebenfalls kleine Peptide bindet.
Da der APJ-Rezeptor genau wie der Gprl5 ein Co{Rezélir das HI-Virus ist (Choe et al.,
1998), ware dies ein Hinweis auf eine strukture@llenlichkeit der Liganden (Joost und
Methner, 2002). Ebenso wére es mdglich, dass det35ghnliche Liganden bindet, wie die

ihm funktionell nahestehenden Chemokin-Rezeptoren.
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5.2.2 Gewebeexpression des Gprl5

In der quantitativen PCR dieser Arbeit ist der mi®pin der Maus am haufigsten im
Gehirngewebe zu finden. In der Literatur ist digoEession des Gprl5 im Gehirn bisher nicht
beschrieben worden.

Gprl5, der 1996 als G-Protein gekoppelter Rezefitmer Sequenzahnlichkeiten eines
opoidverwandten Rezeptors identifiziert wurde (Heeibt al., 1996), ist ein Jahr spéater unter
dem Namen BOB als Co-Rezeptor fur SIV, HIV-1 undsdiert worden (Deng et al., 1997).
Human- und Simian-Immunodeficiency-Viren (HIV unt/ginfizieren die Zielzellen durch
Interaktion mit CD4-Rezeptoren und weiteren Co-Réxen. Letztere sind hauptséchlich
Chemokin-Rezeptoren. CCR5 und CXCR4 sind die er&teemokin-Rezeptoren, deren
Funktion als Co-Rezeptoren fiur HIV und SIV bekamotrde (Davis et al., 1997). Gprl5 ist
ebenfalls ein wichtiger Co-Rezeptor fur SIV (Kuhmaet al., 2001), einer der drei
wichtigsten Co-Rezeptoren fur HIV-2 und ebenfalis @o-Rezeptor fur HIV-1, wobei jedoch
nur wenige HIV-1 Varianten Uberhaupt andere Co-B&xen als CCR5 nutzen (Blaak et al.,
2005). Die Expression des humanen Gprl5 ist bigherZellen und Organen des
Abwehrsystems wie CD4-T-Lymphozyten, Makrophagearfgn et al., 1997), peripheren
Blut-Leukozyten, Milz und Thymus beschrieben soimiéeber, Prostata, Hoden, Dunndarm-
und Kolonmukosa (Deng et al., 1997; Clayton et241Q1).

Dass die Expression des humanen Gprl5 im GehiderirLiteratur bisher nicht beschrieben
worden ist, kann verschiedene Ursachen haben. Znem est die Aussagekraft zumindest
eines der zwei bislang veré6ffentlichten humanentBlaitisch zu beurteilen. In der Arbeit
von Deng (Deng et al., 1997) ist auf dem Northeloi-Bei allen acht untersuchten humanen
Gewebearten keine Bande zu sehen. Die Wahrschéiglic dass der Blot nicht
aussagekraftig ist, besteht. Desweiteren konnten wuditerschiedlich grof3 ausgepragten
Gehirnteile beim Menschen und bei der Maus — etaspitoportional grol3ere GrofRhirn des
Menschen - zu einer geringeren Konzentration ded%jn getesteten Gesamtgehirngewebe
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fuhren. Schliel3lich ware die Diskrepanz auch dueate grundsatzlich unterschiedliche
Expression bei verschiedenen Spezies zu erklaren.

Im Dunndarm ist der Gprl5 an der basalen Seite&=gékels lokalisiert (Clayton et al., 2001).
Eine Aktivierung des Rezeptors durch gp120, ein {@berflachenprotein, wird als Ursache
der HIV-Enteropathie in Betracht gezogen (Claytdnak, 2001). In den Versuchen von
Clayton et al. wurden zudem die durch gp120 indteaeZelleffekte durch Perussistoxin und
U73122 inhibiert (Clayton et al., 2001). Sollte @enalvermittlung des gp120 also durch
Gprl5 stattfinden, sind dies Hinweise fur einen @hd G-Protein gekoppelten Signalweg
des Gprl5/BOB.

Zusammenfassend ist also in dieser Arbeit mittangjtativer PCR eine erhdhte Expression
des in den Vorversuchen hochregulierten mGprl5 ghiBgewebe nachgewiesen worden.
In der Literatur ist von dem bislang wenig erfotethRezeptor die Expression vor allem in
lymphoidem Gewebe bekannt sowie seine EigenschafCa-Rezeptor fir HIV und SIV.
Weitere Versuche, um eine mdgliche neuroprotekBuaktion zu untersuchen, und eine

anschlieBende Ligandenidentifizierung stehen aus.

5.3 hVPAC,-Rezeptor

VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) ist ein ausA®8inosauren bestehender Neurotransmitter,
der im peripheren sowie zentralen Nervensystemirmef ist. Zu den mit VIP strukturell
verwandten Peptiden gehort u.a. PACAP (Pituitary eydiate Cyclase-Activating
Polypeptide). Beide Transmitter binden die RezegtdfPAG-und - (Vasoactive Intestinal
Polypeptide/Pituitary Adenylate Cyclase-Avtivatingolypeptide) und gehdren in die
Rezeptorfamilie B, deren Mitglieder von grofen Rkpt wie Sekretin aktiviert werden
(Nicole et al., 2000). VPAC-Rezeptoren besitzen igein gemeinsame molekulare

Eigenschaften mit anderen G-Protein gekoppeltereperen fir Peptide, so etwa eine lange
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N-terminale extrazellulare Doméne, eine N-terminlajelrophobische Region, sechs stark
konservierte Cystein-Residuen, multiple N-Glykosiglasstellen sowie 83 stark konservierte
Aminosaureresiduen, die in allen Rezeptoren derillaworhanden sind (Laburthe und
Couvineau, 2002). Zellulare Effekte von VIP sind kardiovaskularen System, in Lunge,
Immunsystem, endokrinen Drisen und Gehirn besdmie{baid, 1986). Es ist zudem
bekannt, dass VIP im ZNS u.a. neuroprotektive E&ahduziert (Gressens, 1999; Offen et
al., 2000; Delgado und Ganea, 2003). VPAC-Rezeptsired Uberwiegend an ein&Protein
gekoppelt (Harmar et al., 1998), konnen aber elisrda G- und G-Proteine gekoppelt sein
(Olah et al., 1994; Langer et al., 2001). Im Gekiommt der VPAG-Rezeptor vor allem im
cerebralen Cortex und Hippocampus vor und in deipRerie in Leber und Darm (Usdin et
al., 1994). Der VPAgRezeptor wird insbesondere in Cortex, Hippocampgesebellarem
Cortex, Hypothalamus und Hirnstamm exprimiert (Wseti al., 1994; Sheward et al., 1995;
Joo et al., 2004) sowie im Nucleus Suprachiasmstiao er eine Rolle bei der circadianen
Uhr spielt (Harmar et al., 2002). Im peripheren @bw wird der VPA@Rezeptor
hauptséachlich in glatter Muskulatur, der basalerkd4éa des Kolon, Lunge, Niere und Retina
exprimiert (Harmar et al., 2004).

Zusammenfassend ist in der Literatur die ExpresdemVPAG-Rezeptors im Hippocampus
sowie eine neuroprotektive Wirkung von VIP bekamrgr in den Vorversuchen in chronisch
glutamatresistenten HT22-Zellen hochregulierte Remenurde in dieser Arbeit kloniert, u.a.
mit dem weiteren Ziel, den VPAtRezeptor und den bekannten neuroprotektiven

Transmitter VIP als Positivkontrolle fur nachfolgkenVersuche zu nutzen.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die in den chronisch tghatresistenten HT22-Zellen
hochregulierten G-Protein gekoppelten Rezeptorenklbmieren und die zwei Waisen-
Rezeptoren Gpr39 und Gprl5, also Rezeptoren, dagamden unbekannt sind, genauer zu
charakterisieren. Da die Sequenzen des Gpr39 unti5Gp der Maus nicht bekannt waren,
wurden die vermutlichen Gene uber die DNS-Sequenbekannten humanen Rezeptoren in
der genomischen Datenbank der Maus (Ensembl BLAS) @entifiziert und auf den
ermittelten Sequenzen Primer zur Amplifizierung Bezeptoren konstruiert. Die Primer fur
den VPAG-Rezeptor wurden auf der humanen cDNS-Sequenzle(gtecession L40764;
0i:712836). Alle drei Sequenzen wurden in einen d@wektor Kkloniert. Zur
Oberflachenlokalisation in der Zelle wurde Gpr39edBFP gekoppelt und transient in CHO-
Zellen transfiziert. In den erstellten phylogengtsn Stammbaumen fir Gprl5 und Gpr39
weisen beide Rezeptoren eine hohen Verwandtschadtstyvischen Maus und Mensch auf
sowie eine evolutiondre Konservierung. Um die Egpi@n in den verschiedenen Geweben
der Maus zu untersuchen, wurde eine quantitativ® EIGrchgefiihrt. Sowohl mGpr39 als
auch mGprl5 werden demnach unter anderem erholdamrngewebe exprimiert. Sollte
sich in weiteren Versuchen die Beobachtung bestdtiglass die in den Vorversuchen
hochregulierten und in dieser Arbeit klonierten &ebren vor oxidativem Stress schuitzen,
konnten sie mdglicherweise ein wichtiger therasatmer Angriffspunkt bei der Behandlung

von neurodegenerativen Erkrankungen und zereblstdédmien werden.
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8 Anhang

8.1 Konstrukte

Folgende Konstrukte wurden u.a. in dieser Arbeitwvemdet und konstruiert:

BamH| - 7 - G'GATC_C
Bbd - 25 - GAAGACHN'nnnn_
EcoRI - 91 - G'AATT_C

Nhel - 4885 - G'CTAG_C Sbfl - 101 - CC_TGCA'GG

==>T7 - 4884 - Tm=50,4°C Pst - 101 - C_TGCA'G
Bglll - 4857 - AGATC_T BamHI - 102 - GGATC_C

==>m13 fwd - 4856 - Tm=51,4° Aval - 109 - C'yCGr_G

Mlul - 4834 - ACGCG_T Xhol - 109 - CTCGA_G

Hindlll - 115 - AAGCT_T
< Xbal - 121 - TCTAG_A
\"\,\ BstX| - 134 - CCAn_nnnn'nTGG
BsdHIl - 138 - G'CGCG_C

< N PSPOMI - 144 - GGGCC_C

S Apdl - 148 - G_GGCCT

N <==M13 rev - 164 - Tm=45,3°C
Auvrll - 181 - CCTAG_G
Spé - 201 - ACTAG_T
Ecl136ll - 315 - GAGCTC
Sad - 317 - G_AGCT'C
Ncal - 468 - C'CATG_G
PflMI - 544 - CCAn_nnn'nTGG - dcm methylated!
BsmBI - 545 - CGTCTCn'nnnn_
BS[El - 773 - TCCGG_A

AlWNI - 4370 - CAG_nnn'CTG

Ahdl - 3891 - GACnn_n'nnGTC

Bsd - 3825 - GGTCTCn'nnnn_
BsrFI - 3806 - 'CCGG_y
Bgll - 3773 - GCCn_nnn'nGGC

Asd - 3716 - ATTA_AT
Fspl - 3668 - TGC'GCA

pDNR SP HA
4984 bp

Sadl - 1443 - CC_GC'GG
Ac5I - 1459 - G'GTAC_C

Pwul - 3522 - CG_AT'CG
- Kpnl - 1463 - G_GTAC'C

Xmnl - 3291 - GAANN'nnTTC
BsaAl - 1771 - yAC'GTr

SnaBl - 1771 - TAC'GTA

Bpll - 1800 - GAGnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn'

BsiGl - 1836 - TGTAC_A

Psil - 1880 - TTATAA

Bsg - 1957 - GTGCAGnnnnnnnnnnnnnn_nn'

BspMI - 2946 - ACCTGCnnnn'nnnn_

BsZ171 - 2649 - GTATAC Stul - 2279 - AGG'CCT - dcm methylated!

Accl - 2648 - GT'mk_AC

SP
1 TCG AGC GGA TCC GCC|ATG AAG ACG ATC ATC GCC CTG AGC TAC ATC TTC TG|
SbfT
HA EcoRI PstIl
51 |C CTG GTA TTC GCC TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCT|GAA TTC CTG C
Xhol XbaI PspOMI

BamHI Aval HindIII BstXI BssHII Apal
101 AG GAT CCG CTC GAG AAG CTT TCT AGA CCA TTC GTT TGG CGC GCG GGC CCA

Abbildung 8.1.1: Donorvektor pDNR-SPHA mit Detaildarstellung der SRBequenz (siehe
Material und Methoden, Kap. 3.2.11; Amp: Ampicitiesistenz; Camp: Campicillinresistenz; SacB:

Bacillus subtilis Levansucrase-Gen).
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Xbal - 6325 - T'CTAG_A BsiXl - 13 - CCAn_nnnn'nTGG
Fall - 6207 - AAGnnnnnCT Tnnnnnnnn_nnnnn' BsHIl- 17 - GCGCG_C
Aflll - 6192 - CTTAA_G PsfOMI - 23 - G'GGCC_C
Pfol - 6169 - TCCnGG_A Apa - 27 - G_GGCC'C

Aarl - 6018 - CACCTGCnnnn'nnnn_ Avrll - 60 - CCTAG_G

Sad - 5704 - GCTCTTCn'nnn_ Spé - 80 - ACTAG_T
SexAl - 5651 - ACCWGG_T - dem methylated! § 0lCRI - 194 - GAG'CTC
Eco0109I - 5636 - rG'GnC_Cy
Xcml - 5560 - CCAnnnn_n'nnnnTGG
BstEll - 5439 - GGTnAC_C
Afel - 5356 - AGC'GCT
Pmll - 5334 - CAC'GTG
BmgBI - 5309 - CAC'GTC
BstAPI - 5130 - GCAn_nnn'nTGC
Bcll- 5072 - TGATC_A - dam methylated!
EcoRI - 4954 - GAATT_C
BamHI - 4870 - G'GATC_C
Bmtl - 4768 - G_CTAG'C
Nhel - 4764 - G'CTAG_C
Bglll - 4736 - AGATC_T
Miul - 4713 - ACGCG_T

Sadl - 1322 - CC_GC'GG
Ace5l - 1338 - GGTAC_C
Kpnl - 1342 - G_GTAC'C
SnaBl - 1650 - TAC'GTA

Bpll - 1679 - GAGnnnnnCTCnANNNNNN_nnnnn'

BsrGl - 1715 - TGTAC_A
Psil - 1759 - TTATAA

PDNR SP HAgpr39 orf pcr-produkt.seq
6325 bp

Stul - 2158 - AGG'CCT - dem methylated!

Ahdl - 3770 - GACnn_n'nnGTC
BsrFl - 3685 - 'CCGG_y

Asd - 3595 - AT'TA_AT

Fspl - 3547 - TGC'GCA

Pvul - 3401 - CG_AT'CG

Acd - 2527 - GT'mk_AC
Bstz171- 2528 - GTATAC
Alfl - 2785 - GCAnnnnnnTGCnnnnnnnnnn_nn'

Abbildung 8.1.2: pDNR-SPHA-Gpr39 (siehe Material und Methoden, K&af.1).

Spd - 5663 - ACTAG_T
Avrll - 5643 - CCTAG_G
<==m13 -24 rev - 5626 - Tm=45,3°C
Fall - 5393 - AAGNnnnnCTThnnnnnnn_nnnnn'
BseRl - 4914 - GAGGAGNhnnnnnnn_nn'

Ecl136ll - 114 - GAG'CTC
Sad - 116 - G_AGCT'C
PfIMI - 343 - CCAn_nnn'nTGG - dem methylated!
BsmBI - 344 - CGTCTCn'nnnn_
BsfEl - 572 - TCCGG_A
BstXI - 4852 - CCAn_nnnn'nTGG
Xbal - 4839 - TCTAG_A
Hindlll - 4833 - AAGCT_T
Xhol - 4827 - CTCGA_G
Pst - 4819 - C_TGCA'G
Sbfl - 4819 - CC_TGCA'GG
EcoRI - 4809 - GAATT_C
Ndd - 4799 - CATA_TG
Sall - 4783 - GTCGA_C,
LoxPsite - 4763 - 34bp
Nhel - 4684 - G'CTAG_C,
Bglll - 4656 - AGATC_T
==>m13 20 fwd - 4655 - Tm=49,7°¢
Mlul - 4633 - ACGCG_T

AlwNI - 4169 - CAG_nnn'CTG

LoxPsite - 831 - 34bp

Sadl - 1242 - CC_GC'GG

pDNR EGFP N3
5663 bp

BsaAl - 1570 - yAC'GTr

SnaBl - 1570 - TAC'GTA

Bpll - 1599 - GAGnnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn'
Psil - 1679 - TTATAA

Ahdl - 3690 - GACnn_n'nnGTC
Bsal - 3624 - GGTCTCn'nnnn_
Bgll - 3572 - GCCn_nnn'nGGC
Asd - 3515 - ATTA_AT

Fspl - 3467 - TGC'GCA

Pvul - 3321 - CG_AT'CG

BsiFl - 2048 - GGGAChnnnnnnnnn'nnnn_
Stul - 2078 - AGG'CCT - dcm methylated!

BstZ171 - 2448 - GTATAC
BspMI - 2745 - ACCTGCnnnn'nnnn_

Xmnl - 3090 - GAANN'nNTTC

Abbildung 8.1.3: pPDNR1-EGFP-NJsiehe Material und Methoden, Kap. 3.4.1).
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EcoRI-84 - GAATT_C

Bcll - 202 - T'GATC_A - dam methylated!

BstAPI - 260 - GCAn_nnn'nTGC

BmgBI - 439 - CAC'GTC

Pmll - 464 - CAC'GTG

Afel - 486 - AGC'GCT

BstEll - 569 - G'GTnAC_C
Eco0109I - 766 - r~G'GnC_C

SexAl - 781 - ACCWGG_T - dem methylated!

Saf - 834 - GCTCTTCn'nnn_
Aarl - 1148 - CACCTGCnnnn'nnnn;
Aflll - 1322 - C'TTAA_C
Xbal - 1455 - TCTAG_A
BsiXl - 1468 - CCAn_nnnn'nTGG
BsdHlIl - 1472 - GCGCG_C
PspOMI - 1478 - G'GGCC_C
Aval - 1481 - C'yCGr_C
Xmal - 1481 - C'CCGG_G
Apal - 1482 - G_GGCC'(
Smd - 1483 - CCC'GG(
BamHI - 1485 - G'GATC_C
Avrll - 2259 - C'CTAG_G
Spd - 2279 - ACTAG_T
EcolCRI - 2393 - GAG'CTC
Sad - 2395 - G_AGCT'C

IoxP - 3107 - ATAACTTCGTATAG CATACA_TTATACGAAGTTAT
Notl - 3129 - GC'GGCC_GC

Eag - 3129 - CGGCC_G

Miul - 6912 - ACGCG_T

Ahdl - 5969 - GACnn_n'nnGTC
Asd - 5794 - ATTA_AT

Fspl - 5746 - TGC'GCA
Pvul - 5600 - CG_AT'CG

DNR SP HA gpr39 EGFF
6935 bp

Stul - 4357 - AGG'CCT - decm methylated! K/

Psil - 3958 - TTATAA
Bpll - 3878 - GAGhnnnnCTCnnnnnnnn_nnnnn'
SnaBl - 3849 - TAC'GTA
Kpnl - 3541 - G_GTAC'C
Acd5I1 - 3537 - G'GTAC_C
Sadl - 3521 - CC_GC'GG

BsiBI - 5127 - CCG'CTC

Alf1 - 4984 - GCAnnNNNNTGCnnnnnnnnnn_nn'

Bstz171- 4727 - GTATAC
Acd - 4726 - GT'mk_AC

Abbildung 8.1.4: pPDNR-SPHA-Gpr39-EGFIsiehe Material und Methoden, Kap. 3.4.1).
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8.4 Erklarung

Ich versichere ausdrticklich, dass ich die Arbdbsstandig und ohne fremde Hilfe verfasst,
andere als die von mir angegeben Quellen und Hilfshmicht benutzt und die aus den

benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnomerenStellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und 8egdenutzten Werkes kenntlich gemacht
habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertati@hdyi nicht einem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt odieh mnderweitig um Zulassung zur

Promotion beworben habe.

Berlin, den 22.03.2006

Anna Pantlen
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