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1. EINLEITUNG 

 

F�r die Koordination der Zellfunktionen stehen dem Organismus ]wei 

Kommunikationss\steme ]ur Verf�gung: ]um einen das Nervens\stem, ]um anderen das 

hormonale System. Die Nervenzellen bzw. Neurone, die morphologischen und funktionellen 

Einheiten des Nervensystems, leiten die Erregung und dienen im ZNS der 

Informationsverarbeitung. Die Neuronen stehen durch spezielle Verbindungsstellen, die 

S\napsen, miteinander in Kontakt. Die s\naptische Erregungs�bertragung erfolgt auf 

chemischen Wegen mit spe]iellen hbertragungsstoffen, sog. Neurotransmittern. 

Neurotransmitter sind wie Hormone und andere Wachstumsfaktoren inter]ellullre 

Botenstoffe. Vorausset]ung f�r ihre Wirkung ist das Vorhandensein von spe]ifischen 

Zelloberfllchen-Rezeptoren. 

 

Botenstoffe sind in vielen Flllen h\drophile Verbindungen, die nicht durch die Zellmembran 

diffundieren k|nnen, sondern an Re]eptoren binden, die in der Zellmembran der betreffenden 

Zielzelle integriert sind. Die Bindung des Liganden an einen spezifischen Rezeptor bewirkt, 

da� das extra]ellullre Signal durch die Zellmembran in das Zellinnere �bermittelt wird und 

die Zelle daraufhin reagiert. 

 

Membrangebundene Re]eptoren, die inter]ellullre Botenstoffe und sensorische Informationen 

erkennen, werden in drei Proteinfamilien eingeteilt. Sowohl strukturell als auch aufgrund des 

Mechanismus ihrer Signaltransduktion lassen sich die Zelloberfllchen-Rezeptoren weiter in 

verschiedene Klassen einteilen: ligandengesWeXerWe Ionenkanlle sind Transmitter-abhlngige 

Ionenkanlle, die vorwiegend bei der schnellen Signal�bertragung ]wischen elektrisch 

rei]baren Zellen eine Rolle spielen. Diese Art der Signal�bertragung wird von einer kleinen 

Zahl von Neurotransmittern vermittelt, die vor�bergehend Ionenkanlle, an die sie binden, 

|ffnen und schlie�en. Sie lndern dadurch kur] die Permeabilitlt der Plasmamembran und 

somit auch das Membranpotential der postsynaptischen Zelle. 

  

Die enzymgekoppelte Rezeptoren, die von ihrem Liganden aktiviert werden, sind selbst 

Enzyme. Alle bisher bekannten enzymgekoppelten Rezeptoren sind Proteine, die sich durch 

die Plasmamembran erstrecken und eine ]\toplasmatische Domlne besit]en, die ].B. eine 

t\rosinspe]ifische Proteinkinaseaktivitlt ]eigen k|nnen. 
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Unter der Familie membrangebundener Rezeptoren, die interzellullre Botenstoffe und 

sensorische Informationen erkennen, stellt die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Familie 

(GPCR-Familie) die am hlufigsten vorkommende Proteinfamilie dar. Die Wechselwirkung 

zwischen Rezeptor und Enzym (z.B. Adenylatzyklase) oder Ionenkanal wird durch ein drittes 

Protein, das GTP-bindende Regulator-Protein (Guanylnucleotid-bindendes Protein oder G-

Protein), vermittelt. Diese l|st meist eine Reaktionskette aus, die die Kon]entration eines oder 

mehrerer kleiner, intra]ellullrer Signalmolek�le, der sogenannten intra]ellullren Botenstoffe 

(oder intra]ellullren Mediatoren), lndert. Diese Molek�le verlndern ihrerseits das Verhalten 

anderer Zielproteine in der Zelle. Die beiden wichtigsten intra]ellullren Botenstoffe sind 

zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und Kalzium (Ca+2). Die GPCRs binden 

allerdings nicht nur an G-Proteine. Studien haben ge]eigt, da� sie u.a. mit PDZ-Domlne-

haltigen Proteinen interagieren k|nnen (Hall et al., 1998). Ein gutes Beispiel hierzu ist die 

PSD-95-Familie, welche an der Organisation von NMDA-Rezeptoren in der postsynaptischen 

Dichte beteiligt ist. 

 

Eine Konformationslnderung der Transmembrandomlnen stellt eine Antwort auf die 

Rezeptoraktivierung dar. Biochemische Analysen zeigen, wie in dem Beispiel des 

Rhodopsins, da� durch eine Konformationslnderung des TM III- und des TM VI-Bereiches 

das G-Protein von der inaktiven Form in die aktive Form �bergeht, welche die G-Protein-

Bindungsstellen ]uglnglich macht (Farrens et al., 1996; Bourne, 1997; Javitch et al., 1997). 

Bei den meisten GPCRs sind in der ersten und ]weiten extra]ellullren Schleife ]wei 

C\steinreste konserviert. M|glicherweise sind sie f�r die Stabilisierung wlhrend der 

Konformationslnderung notwendig.  

 

Die Bindung eines extra]ellullren Liganden verlndert die Konformation der 

]\toplasmatischen Domlne des Re]eptors. Dieser bindet daraufhin an ein G-Protein, da� 

seinerseits ein Plasmamembran-Enzym aktiviert (GsD) oder inaktiviert (GiD). Manchmal bindet 

das G-Protein auch an einen Ionenkanal und nicht an ein Enzym. Die Funktion des G-Proteins 

hlngt entscheidend von der Struktur seiner Untereinheiten ab. Das G-Protein besteht aus drei 

Polypeptiden, einer 45 kD D-Kette (GD) und einem festen Komplex aus einer 35 kD�E-Kette 

und einer 7 kD J-Kette (GEJ�. Es kommt in einer GDP- und einer GTP-Form vor (Abb. 1.1). 

Die GTP-Form verlndert die Kon]entration der intra]ellullren Botenstoffe, die GDP-Form 

jedoch nicht. Ohne den Agonisten liegt das gesamte G-Protein in der inaktiven GDP-Form 

vor (Abb. 1.1). 
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Die Agonistenbindung an den Rezeptor bewirkt den Austausch von gebundenem GDP gegen 

GTP. Der Rezeptor-Agonisten-Komplex bindet an das G-Protein, bewirkt die Freisetzung von 

gebundenem GDP und erm|glicht die Bindung von GTP. Die D-Untereinheit mit dem GTP 

(GD-GTP) dissoziiert von der EJ-Kette. Das GD-GTP lndert die Aktivitlt der Aden\lat]\klase, 

welche die Kon]entration der intra]ellullren Botenstoffe verlndert. 

 

 

 

 

 
Abb. 1.1 Aktivierung des G-Proteins durch den Austausch von GDP gegen GTP 
G-PURWeLQe N|QQeQ eLQe LQaNWLYe GDP-Form und eine aktive GTP-Form annehmen. Der Austausch von 
gebundenem GDP gegen GTP wird vom Agonisten-Rezeptor-Komplex katalysiert. GD-GTP lQdeUW dLe ANWLYLWlW 
der Adenylatzyklase, welche die Konzentration eineV RdeU PeKUeUeU NOeLQeU LQWUa]eOOXOlUeU BRWeQVWRffe lQdeUW. 
Die Hydrolyse des gebundenen GTP stellt den inaktiven Zustand des G-Proteins wieder her. Der Zyklus wird 
vom Phosphorylpotential des GTP betrieben. 
 

 

Es gibt zahlreiche Agonisten, die den Informationsflu� innerhalb der G-Protein-gekoppelten 

Re]eptoren einleiten. Zwei Agonisten, die den Informationsflu� f�r die Somatostatin- und 

Opioid-Rezeptoren einleiten, sind das Somatostatin- und das Opioid-Peptid. Somatostatin-14 

(SST-14) ist ein Peptid aus 14 Aminosluren, welches ]uerst aus dem H\pothalamus des 

Schweins isoliert wurde (Brazeau et al., 1973). Neben dem biologisch aktiven SST-14 

existiert noch eine h|hermolekulare, ebenfalls biologisch aktive Form, das Somatostatin-28 

(SST-28). Dieses Peptid ist am Aminoterminus um 14 Aminosluren verllngert (Prada\rol et 

al., 1980).  

GD

GDP

GEJ GD

GTP

GEJ

Pi

GTP GDP

aktive Forminaktive Form
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SST-14 und SST-28 stammen von einem gemeinsamen Prohormon, das Prlprosomatostatin, 

ab (Goodman et al., 1980; Montminy et al., 1984). Nach Abspaltung des 24 Aminosluren 

langen Signalpeptids entstehen durch proteolytische Spaltung an mono- und dibasischen 

Aminosluren des Prosomatostatins (92 Aminosluren) die beiden Peptide (Sevarino et al., 

1987). Je nach Gewebe wird entweder Somatostatin-14 oder Somatostatin-28 bevorzugt 

gebildet. Somatostatin kommt im zentralen und peripheren Nervensystem sowie in 

verschiedenen Organen wie Magen, Darm und Bauchspeicheldr�se vor (Reichlin, 1983; 

Epelbaum, 1986). Die physiologischen Effekte des Somatostatins sind regulatorisch, z.B. 

inhibiert es die Sekretion von Wachstumshormonen (GH), Schilddr�sen-stimulierendes 

Hormon (TSH) und Prolactin aus dem Hypophysenvorderlappen. Sowohl die reduzierte 

Freisetzung von Insulin und Glukagon aus den Inselzellen, als auch die Amylasesekretion aus 

Azinarzellen der Bauchspeicheldr�se (Bra]eau et al., 1973; Reichlin, 1983; Epelbaum, 1986) 

wird durch Somatostatin bewirkt. 

 

Die Opioid-Peptide sind auf drei Vorstufen ]ur�ck]uf�hren: am Carbox\terminus des Pro-

Opiomelanocortins (POMC) befindet sich das 31 Aminosluren lange E-Endorphin (E-END) 

und seine aus 91 Aminosluren bestehende Vorstufe E-Lipotropin (E-LPH), die bei einigen 

Spezies auch E-Melanozytenstimulierendes Hormon (E-MSH) enthllt. In der Mitte des 

POMC-Molek�ls befindet sich das aus 39 Aminosluren bestehende ACTH, das auch in D-

MSH und ein corticotropinlhnliches Peptid des H\poph\sen]wischenlappens (Corticotropin-

like intermediate lobe peptide, CLIP) oder ACTH gespalten werden kann. Am 

Aminoterminus befindet sich E-MSH. Pro-Enkephalin enthllt sieben aktive Peptide: viermal 

das Pentapeptid Methionin-Enkephalin, ]wei am Carbox\terminus verllngerte Formen des 

Methionin-Enkephalins und Leucin-Enkephalin. Aus Pro-Dynorphin entstehen die 8-32 

Aminosluren langen D\norphine (D-bzw.E-Neoendorphine, Dynorphin A und Dynorphin B) 

(Simon, 1991; Akil et al., 1984). Bis auf E-Endorphin, das u.a. auch die Wirkung eines 

Hormons hat, werden die endogenen Opioide im Blut sehr rasch abgebaut und k|nnen daher 

keine morphinlhnlichen Analgetika erset]en. Opioide spielen eine signifikante Rolle in der 

No]i]eption, in respiratorischen, kardiovaskullren, gastrointestinalen und immunologischen 

Pro]essen, Neurotransmittersekretion und der Regulation der K|rpertemperatur (Olson et al., 

1992). 
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Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren haben alle eine ]entrale Kerndomlne, die aus sieben 

alpha-helikalen Transmembranregionen (TM I-TM VII) besteht. Der Aminoterminus mit 

seinen putativen Gl\kos\lierungsstellen befindet sich im extra]ellullren Raum und der 

Carbox\terminus im intra]ellullren Raum. Diese Transmembranregionen sind mit drei 

extra]ellullren (e1, e2, e3) und drei intra]ellullren (i1, i2, i3) Schleifen verbunden (Abb 1.2). 

Die Re]eptoren unterscheiden sich in der Llnge des Aminoterminus, Carbox\terminus und 

der extra- und intra]ellullren Schleifen. Funktionelle Anal\sen der chimlren und mutierten 

Re]eptoren ]eigen jedoch, da� eine Dimerisierung m|glich ist (Maggio et al., 1993; Mannot 

et al., 1996). Diese Dimerisierung ist vermutlich f�r die Aktivierung der Re]eptoren wichtig 

(Herbert et al., 1996). 

 

 
 
 

 
 
 
 
Abb. 1.2 Schematische Darstellung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
Die sieben TM-DRPlQeQ VLQd dXUcK dLe LQWUa]eOOXOlUeQ (L1, L2, L3) XQd e[WUa]eOOXOlUeQ (e1, e2, e3) ScKOeLfeQ 
PLWeLQaQdeU YeUbXQdeQ. DXUcK YeUVcKLedeQe MROeN�Oe, dLe aOV LLgaQd fungieren, wie z.B Geruchsstoffe, Licht 
oder auch Ca+2 , ZLUd dLe KRQfRUPaWLRQ deV Re]eSWRUV YeUlQdeUW, deU Re]eSWRU bLQdeW aQ eLQ G-Protein und der 
Signaltransduktionsweg wird eingeleitet. 
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Die GPCRs werden nach ihrer Primlrstruktur in drei Familien eingeteilt. Sequenzvergleiche 

unter den Familien der GPCRs ]eigen keine bhnlichkeit. Die erste Familie unterteilt sich in 

drei Subfamilien, wobei sich die Unterteilung nach der Bindungsstelle, der Gr|�e und der 

chemischen Natur des Liganden richtet (Bockaert und Pin, 1999) (Abb.1.3). Die Subfamilie 

1a wird durch kleine Liganden wie z.B. Catecholamine aktiviert. Der Ligand bindet in der 

Einbuchtung, die von den TM-Domlnen III und IV gebildet wird. Ein gutes Beispiel hier]u 

ist der lichtaktivierte Rezeptor Rhodopsin. Bei der Subfamilie 1b sind die Liganden meistens 

kleine Peptide, die mit der extra]ellullren Schleife und der N-terminalen Domlne 

interagieren. Die Subfamilie 1c wird durch gro�e Proteine aktiviert. Die Re]eptoren haben 

eine gro�e N-terminale extra]ellullre Domlne, welche an Gl\coproteine bindet und somit die 

Kerndomlne durch Interaktion mit der e1- und e3-Schleife aktiviert (Ji und Ji, 1995; 

Fernandez und Puett, 1996). 

 

Die ]weite Familie wird durch gro�e Peptide wie Glukagon oder Sekretin aktiviert. Die 

verhlltnisml�ig lange N-terminale Domlne spielt eine gro�e Rolle bei der Bindung des 

Liganden (Pantolini et al., 1996). 

 

Die dritte Familie der GPCRs umfa�t die metabotropischen Glutamat-Rezeptoren, die 

Pheromon-Rezeptoren und die GABAB-Rezeptoren. Alle diese Rezeptoren besitzen eine sehr 

lange extra]ellullre Domlne, welche eine geringe, aber signifikante Sequen]lhnlichkeit ]u 

dem periplasmatischen Bindungsprotein der Bakterien aufweist. Im Bakterium ist dieses 

Protein an Transportvorglngen, ].B. Transport von Aminosluren, Ionen, Zucker oder 

Peptiden, beteiligt. Die Form dieses Bindungsproteins lhnelt einer Venusfliegenfalle. 

Aufgrund der Sequen]homologien wird so eine lhnliche Struktur f�r die Bindung der 

Liganden postuliert (O�Hara et al., 1993). 

 

Die Somatostatin- und die Opioid-Re]eptoren geh|ren ]ur Superfamile der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (Subfamilie 1a). Die ersten Somatostatin-Rezeptor-cDNAs wurden 

aus einer cDNA-Bibliothek des Rattengehirns (Meyerhof et al., 1991) sowie aus genomischen 

DNA-Bibliotheken des Menschen und der Maus isoliert (Yamada et al., 1992).  
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. Familie 1 

 
 
Subfamilie 1a: Retinal, Geruchsstoffe, 
Catecholamine, Adenosin, ATP, Opiate, 
Enkephaline, Anandamide 
 
 
 
 
Subfamilie 1b: IL8, Formyl-Met-Leu-Phe-
Peptide, Thrombin 
 
 
 
 
 
 
Subfamilie 1c: Glycoprotein-Hormone 
(LDH, TSH, FSH) 
 
 
 
 
Familie 2 
 
Kalzitonin, D-Latrotoxin, Sekretine, PTH, 
VIP, PACAP, GnRH, CRF 
 
 
 
 
 
 
Familie 3 
 
Glutamat, GABA, Pheromone 
 

 

 

 
Abb.1.3 Einteilung der GPCRs 
DLe ELQWeLOXQg ULcKWeW VLcK QacK deU SWUXNWXU deV Re]eSWRUV, deU GU|�e, deU cKePLVcKeQ NaWXU VRZLe deU 
Bindungsstelle des Liganden 
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Bisher wurden f�nf verschiedene Subt\pen von Somatostatin-Rezeptor-cDNAs aus Mensch, 

Ratte, Maus und Schwein kloniert (Meyerhof et al., 1992; Kluxen et al., 1992; Yasuda et al., 

1992; Bruno et al., 1992; O�Carroll et al., 1992; Corness et al., 1993; Demchyshyn et al., 

1993; Rohrer et al., 1993; Xu et al., 1993; Yamada et al., 1993; Yasuda et al., 1992; 

Matsumoto et al., 1994; Panetta et al., 1994). Die Nomenklatur richtete sich nach der 

Reihenfolge ihrer Klonierung. Entsprechend ihrer Verwandtschaftseinordnung innerhalb der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist die Klasse der Opioid-Rezeptoren mit 32 % 

bhnlichkeit auf Aminoslureebene die am nlchsten verwandte Familie ]u den Somatostatin-

Rezeptoren (Abb. 1.4). 

 

Die Opioid-Rezeptoren vermitteln die Wirkung der Morphine und ihrer Derivate sowie der 

endogenen Opioid-Peptide (Darlison et al., 1997). Die Opioid-Rezeptoren werden in vier 

Kategorien eingeteilt: P-, N-, G-, Orphanin FQ. Sie unterscheiden sich in ihrer Affinitlt ]u 

ihren Liganden, ihrer anatomischen Verteilung und ihrer Funktion (Goldstein, 1987; Loh und 

Smith, 1990; Simon, 1991; Wood, 1982). Durch die Bindung von Opioiden kommt es zur 

Inhibierung der Aden\lat]\klase und einer dadurch vermittelten Senkung des intra]ellullren 

cAMP-Spiegels. Desweiteren haben sie modulierende Effekte auf die Kalium- und Kalzium-

Leitflhigkeit (Barnard und Simon, 1993; Reisine und Bell, 1993). 

 

Die Sluger-GPCRs f�r Neuropeptide wie z.B. Somatostatin (SST)- oder Opioid-Peptide 

existieren in verschiedenen Subtypen, welche ihre eigene Subfamilie innerhalb der Familie 1 

der GPCRs bilden (Darlison und Richter, 1999). Es gibt mindestens neun unterschiedliche 

Rezeptoren, deren physiologischen Liganden bekannt sind (Somatostatin-Rezeptor SSTR 1-5; 

P-, N-, G-, Orphanin FQ-Opioid-Rezeptor). Andererseits gibt es einige Rezeptoren, sog. 

Orphan-Rezeptoren, deren Liganden nicht bekannt sind (O`Dowd et al., 1995). Es ist unklar, 

in welchem evolutionlren Stadium diese Viel]ahl an Subt\pen entstanden ist. Um diese 

Fragestellung ]u l|sen, sind Versuche an niederen Vertebraten und Invertebraten durchgef�hrt 

worden. 

 

Bei den niederen Vertebraten konnten SSTR- und Opioid-lhnliche Gene charakterisiert 

werden, z.B. konnten durch die Verwendung von degenerierten Oligonukleotiden aus dem 

Knochenfisch Catostomus commersoni cDNAs isoliert werden, welche f�r sechs 

unterschiedliche Opioid-Rezeptor-lhnliche Proteine kodieren. Eine dieser cDNAs konnte in 

voller Llnge isoliert werden. 
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Diese cDNA kodiert f�r ein 383 Aminosluren langes Protein, welches eine 

Sequen]lhnlichkeit ]um Sluger-Opioid-Rezeptor zeigt (Darlison et al., 1997). Die cDNA, 

welche f�r SSTR3 codiert, wurde ebenfalls von dem niederen Vertebraten Apteronotus 

albifrons kloniert (Sieler et al., 1999). Diese Daten deuten darauf hin, da� Somatostatin- und 

Opioid-lhnliche Re]eptoren schon  vor der Evolution der Vertebraten existiert haben. 

 

 

 
Abb. 1.4 Verwandschaft abgeleiteter 
AminoslXreseqXen]en von GPCRs aus 
Vertebraten 
Ge]eLgW LVW eLQ VeUgOeLcK deU APLQRVlXUeVeTXeQ]eQ 
]ZLVcKeQ Re]eSWRUeQ f�U SRPaWRVWaWLQ, OSLRLd, G-
Protein gekoppelter Rezeptor 7- und 8 und Melanin 
concentrating hormon. Die abgeleiteten 
APLQRVlXUeVeTXeQ]eQ ZXUdeQ PLW HLOfe deV ÄSLOe 
XS³-Programms der GCG (GeneticsComputer 
Group, Inc. Madison, USA) -Software verglichen. 
Der Balken unten  kennzeichnet die Mutationsrate 
SUR 100 APLQRVlXUeQ.   
 

  

In welchem evolutionlren Stadium diese Viel]ahl an Subt\pen entstanden ist, ist ungekllrt. 

Um eine Schlu�folgerung �ber die evolutionlre Entstehung der GPCRs ]u ]iehen, sind 

Versuche an niederen Vertebraten und Invertebraten durchgef�hrt worden. Es wurden viele 

Neuropeptid-Rezeptoren in Drosophila melanogaster identifiziert (Li et al., 1992; Monnier et 

al., 1992; Hauser et al., 1998; Vanden Broeck et al., 1998), aber die nativen Liganden 

konnten bisher nicht isoliert werden. Aus Drosophila melanogaster wurden cDNAs kloniert, 

welche f�r die Re]eptoren f�r Tach\kinin und Neuropeptid Y kodieren. Die nativen Liganden 

dieser Rezeptoren konnte bisher nicht isoliert werden. Die Rezeptoren konnten jedoch durch 

das Sluger-Tachykinin-Peptid und das Sluger-Neuropeptid Y stimuliert werden (Monnier et 

al., 1992). Bei Insekten sind die 7 TM-Domlnen-Rezeptoren in Hinsicht auf den nat�rlichen 

Liganden bisher nicht charakterisiert. Eine Ausnahme stellt der Re]eptor f�r das diuretische 

Hormon aus manduca sexta dar, bei dem der native Ligand ebenfalls charakterisiert werden 

konnte (Reagen, 1994). Es gibt sehr viele Insekten-Neuropeptide, deren vermutliche GPCRs 

nicht bekannt sind (Glde et al., 1997; Vanden Broeck et al., 1998). In Vertebraten umfa�t die 

GPCR-Familie 1000-2000 Mitglieder (mehr als 1 % des Genoms). Bei C. elegans codieren 5 

% des gesamten Genoms f�r die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (ca. 1100 GPCRs), dieses 

stellt die gr|�te Genfamilie dar. 

P-OPIOID
G-OPIOID

SSTR2
SSTR3
SLC / MCH

N-OPIOID
NOCICEPTIN / OFQ

SSTR4
SSTR1
SSTR5

GPR8
GPR7
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Die GPCRs sind evolutionlr konserviert, sie sind bei Pflan]en (Plakidou-Dymock et al., 

1998), Hefen (Dohlman et al., 1991), Pilzen (Devreotes, 1994) und auch in Protozoen 

(Vernier et al., 1995; New und Wong, 1998) die llteste Vorrichtung, die f�r die 

Signaltransduktion sorgt. Die vorliegenden Sequenzinformationen sind allerdings nicht 

ausreichend, um genauere Schlu�folgerungen �ber die evolutionlre Entstehung von GPCRs, 

die man bei Vertebraten findet, zu ziehen. 

 

Da bis zu Beginn dieser Arbeit kein Somatostatin- und Opioid-lhnlicher Re]eptor in 

Invertebraten kloniert war, sollte hier versucht werden, solche Rezeptoren in Invertebraten zu 

klonieren, zu charakterisieren und ihre Genexpression ]u vergleichen. Aus evolutionlrer Sicht 

wlre es ein wichtiger Aspekt, die Verwandtschaft dieser GPCRs ]u untersuchen. In dieser 

Arbeit wurde ein Invertebrat, die Fruchtfliege Drosophila melanogaster, verwendet, um zu 

untersuchen, wie sich m|gliche Somatostatin- und Opioid-lhnliche Re]eptoren dieser 

evolutionlr weit von Vertebraten entfernten Spe]ies unterscheiden k|nnten, und ob ihre 

Primlrstruktur im Vergleich mit den Vertebraten Aufschlu� �ber wichtige konservierte 

Bereiche und m|gliche Ligandenbindungsdomlnen geben k|nnte.  
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 

 

2.1 Materialien 
 

2.1.1 Chemikalien und Enzyme 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer 

Mannheim, Life Technologies GmbH (Eggenstein, Deutschland), Merck (Hamburg, 

Deutschland), Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Invitrogen 2000 

(Gr|ningen, Holland) Xnd Sigma (DeiVenhofen, DeXWVchland) be]ogen.  

 

Restriktionsendonukleasen, DNA- sowie RNA-Polymerasen, DNasen, RNasen, DNA-

Gr|�enVWandardV, VoZie RNaVe-Inhibitoren und DNA-modifizierende Enzyme wurden von 

den Firmen MBI-Fermentas, Boehringer Mannheim, Gibco BRL, New England Biolabs, 

Pharmacia LKB und Promega Biotec bezogen. Radioaktive Nukleotide kamen von 

Amersham, die verwendeten Peptide von Bachem und das spezifisch synthetisierte Peptid von 

Genemed Synthesis (Californien, USA). 

 

2.1.2 NlKUPedLeQ XQd KlXfLg YeUZeQdeWe L|VXQgeQ 

 

Nlhrmedien ]Xr KXlWiYierXng der YerZendeWen Escherichia coli-SWlmme (Sambrook et al., 

1989). 

 

Alle Medien wurden nach ihrer Herstellung autoklaviert.  

 

LB-Medium: 10 g Bacto-Pepton 
   5 g Hefeextrakt 
 10 g NaCl 
 ad 1000 ml Aqua tridest  pH 7,5  
   
LB-Agar: 15 g Agar 
 ad 1000 ml LB-Medium 
   
LB-Topagarose:  5 g Agarose 
 ad 1000 ml LB-Medium 
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2.1.2.1 NlKUPedLeQ ]XU Z�cKWXQg YRQ Drosophila melanogaster 

 

Drosophila-Futter 10 g Agar 
 35 g Blckerhefe 
 15 g Maismahl 
 10 g Weizenkeime 
 1 El Soja-Mehl 
 30 g Glukose 
 15 g Sucrose 
 30 g Sirup 
 10 ml Tegosept 
 5 ml PropionVlXre 
 Ad 500 ml H2O 
 

Das Drosophila-Futter wurde nach der Herstellung aufgekochW. Die PropionVlXre Xnd daV 

TegoVepW ZXrden nach dem Abk�hlen da]Xgegeben. 

 

2.1.2.2 HlXfLg YeUZeQdeWe L|VXQgeQ: 

 

1 x  TAE: 40 mM Tris/Acetat pH 8.0 
  1 mM EDTA 
10 x PBS: 1.4 M NaCl 
  17 mM KCl 
  100 mM Na2HPO4 
    
20 x SSC: 3 M NaCl 
  0.3 M Natriumcitrat 
     
6 x Agarosegel-

Ladepuffer 
 

30 % 
0.25 % (w/v)  

Glycerol 
Bromphenolblau 

100 x Denhardts 1 % (w/v) BSA 
  1 % (w/v) Ficoll 
  1 % (w/v) Polyvinylpyrolidon 
    
1 x TE-Puffer 10 mM Tris/HCl pH 8.0 
  1 mM EDTA 
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2.1.3 BaNWeULeQVWlPPe XQd Vektoren 

 

2.1.3.1 BaNWeULeQVWlPPe 

 

XL1-Blue : SupE 44, hsd R17, rec A1, end A1, gyr A46, thi, rel A1, lac- 

Top10F� : F¶^proAB, lacIq, lacZ  M15, Tn10 (WeWr)mcrA    (mrr-hsdRMS-mcrBC)  

  I80   lacZ   M15    lacX74 deoR recA1 araD139   (ara,leu) 7697 gaiU 

gaiK O-rpsstreptomycinr) endA1 nupG 

   

 

 

 

2.1.3.2 Vektoren 

 
 
 
 
 

 
 
Abb. 2.1 Eukariontischer Expressionsvektor pCDNA3 
Gezeigt ist die schematische Darstellung des Expressionsvektors pCDNA3 mit den Restriktionsschnittstellen des 
multiplen Klonierungsabschnittes. Dieser Abschnitt wird von den Promotoren T7 und SP6 flankiert. Weitere 
Merkmale sind folgenderweise gekennzeichnet: CMV-Promotor (P cmv), BGH-Polyadenylierungssignal (BGH 
pA), Replikationsstartpunkt (f1 origin), SV40 Promotor (SV40), Neomycinresistenz (Neomycin), SV40-
Polyadenylierungssignal (SV40), Replikationsstartpunkt (ColE1origin), Ampizillinresistenz (Ampicillin). Dieser 
Expressionsvektor pCDNA3 wurde zur Vermehrung von Plasmiden in prokariotischen Systemen verwendet.    
 

 

 

MCS

f1 origin

ColEI origin

Amp

BGH pA
pCDNA3

r

5400 bp

SV40

SV40

P cmv

Neomycin

PvuI
BgIII NruI

NdeI HindII
KpnI
BamHI
BstXI
EcoRI
EcorV
BstXI
NotI
XhoI
XbaI
ApaI

SmaI
Tth111I

BsmI

T7

Sp6
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Abb. 2.2 Prokariontischer Expressionsvektor pBluescript II SK+ 
Gezeigt ist die schematische Darstellung des Expressionsvektors pBluescript II SK+ mit den 
Restriktionsschnittstellen des multiplen Klonierungsabschnittes. Dieser Abschnitt wird von den Promotoren T3 
und T7 IOaQNLHUW. WHLWHUH MHUNPaOH VLQd IROJHQdHUZHLVH JHNHQQ]HLcKQHW: �+GaOacWRVLdaVH (OacZ), 
Replikationsstartpunkt (f1 origin), Replikationsstartpunkt (ColE1origin), Ampizillinresistenz (Ampicillin). Dieser 
Expressionsvektor pBluescript II SK+ wurde zur Vermehrung von Genabschnitten in prokariontischen Systemen 
verwendet.    
 

 

 
Abb. 2.3 Eukariontischer Expressionsvektor pGEMHE 
GH]HLJW LVW dLH VcKHPaWLVcKH DaUVWHOOXQJ dHV E[SUHVVLRQVYHNWRUV SGEMHE PLW dHQ I�QI 
Restriktionsschnittstellen der multiplen  KlonieUXQJVVWHOOOHQ (MCS), DLHVHU AbVcKQLWW ZLUd YRQ dHU 5�-XQd 3�-
XQWUaQVOaWLHUWHQ RHJLRQ dHV �-Globingens aus dem Krallenfrosch Xenopus flankiert. Weitere Abschnitte sind 
folgendermassen gekennzeichnet: Promotoren T7 und SP6 (T7, SP6), Replikationsstartpunkt (ori), 
Ampizillinresistenz (Ampicillin). Der Vektor pGEMHE wurde zur funktionellen Expression im Xenopus-Oozyten-
System benutzt.  
 

 

lacZ

f1 origin

ColEI origin

Amp MCS
pBluescript II SK +/-

r

ApaI
XhoI
AceI
ClaI
HindIII
EcoRV
EcoRI
PstI
SmaI
BamHI
XbaI
NotI

2961 bp

Phagemid vector

SspI 19SspI 2850

XmnI 2545

ScaI 2526

PvuI 2416

AfiI 1153

PvuII 977

BssHII 792
SacI 759

KpnI 657
BssHII 619

PvuII 529
PvuI 500

NaeI 330

T7

T3

MCS

ori

Amp

3`UTR
pGEMHE

r
3022 bp

5¶ 8TR
SmaI
BamHI
EcoRI
XbaI
HindIII

T7

Sp6

SacI
KpnI

PstI

NheI
SphI
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2.1.3.3 cDNA-Bibliothek 

 

Die cDNA-BiblioWhek f�r den KnochenfiVch Eptatretus stouti wurde aus dem Hypothalamus-

Gewebe in den O�ZAPII-VekWor gerichWeW �ber die EcoRI-Schnittstelle durch J. Heierhorst 

einkloniert. Die cDNA-BiblioWhek f�r den KnochenfiVch Catostomus commersoni wurde 

ebenfalls aus dem Hypothalamus-Gewebe in den O�gt11-Vektor durch J. Heierhorst 

einkloniert. 

 

2.1.4 Gewebe 

 

Die verwendeten Gewebe stammen aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster. Die 

Fliegen wurden  im Labor in 50 ml Greiner-R|hrchen ge]�chWeW. Weil  der LebenV]\klXV 10 

Tage dauert, wurden die Fliegen alle 10 Tage in frisches Medium umgesetzt oder abgeerntet. 

Vor dem ErnWen ZXrden die Fliegen 5 min im K�hlraXm gehalWen. SomiW konnWe die 

BeZegXngVakWiYiWlW der Fliegen gehemmW Zerden. Sie ZXrden in fl�VVigem SWickVWoff 

Vchockgefroren Xnd anVchlie�end �ber NachW bei ±80 �C gelagerW. Am folgenden Tag ZXrden 

die Fliegen dXrch VWarkeV Sch�WWeln WeilZeiVe ]erkleinerW Xnd direkW �ber drei 

�bereinanderliegende Anal\VenViebe (MaVchenZeiWe 150�m, 710�m, 1000�m, ReWVch) 

geViebW. Im XnWerVWen Sieb ZXrden die K|pfe der Fliegen Xnd im miWWleren Sieb die K|rper der 

Fliegen gesammelt. Diese wurden bei ±80 �C gelagerW. 

 

Zur Isolierung der Embryonen-, Larven- und Puppen-Gewebe wurden spezielle 

Apfelsaftplatten (Drosophila-NlhrmediXm miW 30% ApfelVafW) angeferWigW. Nach UmVeW]Xng 

der Fliegen wurden die Embryonen nach einem Tag mit H2O aXV den PlaWWen geVp�lW. ZXr 

Entfernung der Hefe wurden die Embryonen mehrmals auf einem Siebgewebe aus Polyamid 

mit H2O geZaVchen Xnd in fl�VVigem SWickVWoff Vchockgefroren. Die LarYen ZXrden nach 3 

Tagen und die Puppen nach 5 Tagen abgeernteW Xnd aXch in fl�VVigem SWickVWoff 

schockgefroren.  

 

2.1.5 Oligonukleotidsequenzen 

 

Alle verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden im Institut Zellbiochemie und 

klinische Neurobiologie hergestellt. Die fettmarkierten Basen stellen die Schnittstellen der 

OligonXkleoWide Xnd rechWV daYon daV ]Xgeh|rige En]\m dar. 
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PRIMER NAME SYNTHETISCHE OLIGONUKLEOTID SEQUENZEN ENZYM 
 

SRF1-Primer : GCG GAA TTC C(T)T(A)C(T) TGG CCX TT(C) GG EcoRI 
SRF2-Primer : AGG GAA TTC GCX GTX GTX CAC(T) CC  EcoRI 
SRR1-Primer : GCC GGA TTC G(A/T)A TXG GG(A) TTX GCG(A/C) BamHI 
SRR2-Primer : GAC GGA TCC G(A)AA XGG XAG(T/A) CCA G(A)CA BamHI 
Drosi1-Primer : CAC GGA TCC ACA ATC ATG TAC TGG ACA AAC  BamHI 
Drosi2-Primer : AGG GAA TTC GGC GCG TCA CCC GAA TGG TTG EcoRI 
Drosi3-Primer : CAG GAA GCG ATC AAA GGA CAT CAG  
Drosi4-Primer : GCT GCA AAC CTT CCG CAG GAG TC  
Drosi6-Primer : AGG GAA TTC GGA CAA ACT TGC ACC ACA ACA CAT T EcoRI 
DrosiATG-Primer : GCC AAG CTT ATG GCT GGC CAT CAG TCG GC  HindIII 
Drosi7-Primer : CC TCT AGA TTA GAG CAT TTC AAT ATT GGA CC  XbaI 
DrosAktinF1-Primer : GAG CAC GGT ATC GTG ACC AAC  
DrosAktinR1-Primer : GAG GGC ATA ACC CTC GTA GAT  
SSTR2/Drosi.forw: : CAG ACA GAG CCA TAC TAC  
SSTR2/Drosi.rev. : GAA CGG ATC GTA TCC     
Schabe1 : GCCTCCAGGAACACGCAGGCGGT  
Schabe2 : CCTCGCCGTGGCTCAGGTAC  
Schabe3 : CAC GGA TCC TACCCACGTCACCGCGATGGC BamHI 
Schabe4 : GAAGAGCGTCGACAAGTACGAGAT  
Schabe5 : AGG GAA TTC CACGTGCTAGCCTATATGAAC EcoRI 
SchabeATG : GCC AAG CTT CTATTGTCAACTAAGAAATG HindIII 
Schabe7 : CC TCT AGA CAGACGTGGATATGGTTGC XbaI 
CamalstR1 : GCGCACCGAGATGGACGCGATGGG  
CamalstR2 : GGAAGCGGTCCAGCGACATGAGCA  
CamalstR3 : AC GGA TCC GATCAGGTSCTGCACGATCTTG BamHI 
CamalstR4 : GGTGGTCGTCGTCGCCATCTTCG  
CamalstR5 : GG GAA TTC GAGATCACCAACACGAGCGTC EcoRI 
CamsstR1 : GAGATGAGCGGCGTGCGGACCTT  
CamsstR2 : GCGCTCATGATCGTCAGGAAGAT  
CamsstR3 : AC GGA TCC CGTCATGTACGCCTTGCACAT BamHI 
CamsstR4 : CTGGTGCTGACGGTGATCACGGTG  
CamsstR5 : GG GAA TTC GGCGCTCATCTTCACGCCGCC EcoRI 
 
 

2.2 Methoden 
 

2.2.1 AUbeLWeQ PLW RLbRQXNOeLQVlXUe (RNA) 

 

Allgemein gilW f�r daV ArbeiWen miW RNA, da� alle YerZendeWen MaWerialien Xnd L|VXngen 

RNase-frei Vein m�VVen. 

 

 

 

 



MATERIAL UND METHODEN 
___________________________________________________________________________ 

 25 

2.2.1.1 RNA-Isolierung aus Gewebe 

 

L|VXQgeQ: 

Lysis-Bindungspuffer:  100 mM Tris/HCl pH 8.0 
 500 mM LiCl 
 10 mM EDTA 
 1 % SDS 
  
Waschpuffer 100 mM Tris/HCl pH 8.0 
 250 mM LiCl 
 2 mM EDTA 
 0.5 % SDS 
  
Waschpuffer I: 50 mM Tris/HCl pH 8.0 
 250 mM LiCl 
 2 mM EDTA 
  
Waschpuffer II: 10 mM Tris/HCl pH 8.0 
 150 mM LiCl 
 1 mM EDTA 

 

 

F�r die direkWe IVolierXng der mRNA aXV dem GeZebe ZXrde die Dynabeads Oligo(dT)25 Kit-

Methode der Firma Dynal (Hamburg) verwendet. Hierbei wurden die polyadenylierten 

mRNAs an eine magnetisierte Suspension gebunden, in der Oligonukleotide aus 25 

Thymidinnukleotiden (Oligo(dT)25) an einer festen Matrix fixiert sind. Die Bindung erfolgte 

durch Basenpaarung der Poly(A)+-Ketten mit den Oligo (dT)-Ketten. 

 

In SWickVWoff eingefroreneV iVolierWeV GeZebe (ca. 50 mg) ZXrde in einem M|rVer XnWer 

Stickstoffgabe fein zermahlen und in Lysis-Bindungspuffer mit einem Homogenisator (Potter) 

YollVWlndig VXVpendierW. Nach einer ZenWrifXgaWion Yon 2 min bei 10000 g ZXrde der 

hberVWand aXf 4 Eppendorfgefl�e miW je 250 �l D\nabeadV Oligo(dT)25 verteilt. Das 

Homogenisat wurde mit den Dynabeads vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur 

XnWer leichWem SchZenken im Eppendorfgefl� inkXbierW. Nach der InkXbaWion ZXrden die 

Eppendorfgefl�e miW HomogeniVaW Xnd den D\nabeadV im MagneWVWlnder f�r 2 min belaVVen. 

Der hberVWand ZXrde abgenommen Xnd je 2 [ miW WaVchpXffer I Xnd II geZaVchen. Die 

aXfgereinigWe mRNA ZXrde anVchlie�end miW 1 mM EDTA elXierW.  
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2.2.1.2 Northern-Blot-Analyse (Sambrook et al., 1989) 

 

L|VXQgeQ: 

 

10 x MOPS: 200 mM MOPS pH 7.0 
 5 mM EDTA 
 40 mM Natriumacetat 
  
Gellaufpuffer: 10 x MOPS 1:10 mit depc-H2O Yerd�nnt 

(1 x MOPS-Puffer) 
  
Agarosegel: 9 ml 37 % Formaldehyd-L|VXng 
 0.5 g Agarose (1 %) 
 36 ml depc-H2O 
 5 ml 10 x MOPS 
  
RNA-Probenl|VXng: 11 �l Pol\ (A)+-RNA Probe (5 �g) 
  5 �l 10 [ MOPS 
  9 �l 37 % Formaldeh\d-L|VXng 
  25 �l 50 % deioniVierWeV Formamid 
 0.18 �l EWhidiXmbromid (10 mg/�l) 

 
 
 
 
RNA-Elektrophorese 

 

RNA-Probenl|VXng VoZie RNA-LlngenVWandard (0.24-9.5 Kb) ZXrden f�r 15 min bei 55 �C 

inkXbierW Xnd VoforW aXf EiV abgek�hlW. Nach Beladen deV GelV ZXrde eine SpannXng Yon 

5V/cm Gelllnge eingestellt. Nach Beendigung des Gellaufes wurde das Gel photographisch 

dokumentiert, zur Entfernung des Formaldehyds wurde das Gel kurz in depc-H2O geschwenkt 

und direkt einem 10-15-VW�ndigen KapillarWranVfer miW 10[ SSC aXf eine H\bond N-

Nylonmembran (AmerVham) XnWer]ogen. AnVchlie�end ZXrde dieVer NorWhern-Blot an der 

Luft getrocknet und die transferierte RNA durch UV-Strahlung in einem Stratalinker TM UV-

crosslinker 1800 der Firma Stratagene kovalent an die Nylonmembran gebunden. 
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PUlK\bULdLVLeUXQg und Hybridisierung eines Northern-Blots 

 

H\bULdLVLeUXQgVO|VXQgeQ: 

 

50 % deionisiertes Formamid  
5 x SSC  
1 mM EDTA  
10 x Denhardts  
0.1 % SDS  

 
1 ml Heringssperma-DNA (10 �g/ml), 5 min bei 100 �C denaWXrierW, ]Xr                                                                                                                   
Prlh\bridiVierXngVl|VXng ]Xgegeben. 

 

In dieVer L|VXng ZXrde der NorWhern-BloW f�r 3-4 h bei 50 �C Yorh\bridiVierW Xnd 

anVchlie�end 15 h miW einem 32P-markierten (siehe 2.2.2.7) spezifischen cDNA-Fragment 

(10ng/ml) miW einer AkWiYiWlW Yon 106 cpm/ml H\bridiVierXngVl|VXng bei der gleichen 

Temperatur hybridisiert. Danach wurde der Northern-Blot mit 2 x SSC/0.1 % SDS je zweimal 

f�r 5 min bei RT Xnd miW 2 [ SSC / 0.1% SDS je ]Zeimal f�r 15 min bei 55 �C geZaVchen 

Xnd miW VerVWlrkerfolien f�r 4 Tage aXf einem Kodak XAR 5 Film bei ±80 �C e[ponierW. 

 

2.2.1.3 In vitro Transkription 

 

Reaktionsansatz: 
 5 �l linearisierte rekombinante Plasmid-DNA (1 �g/�l) 
14 �l T7-RNA-Polymerasen-Puffer 
 1 �l RNaVin (1 �g/�l) 
 6 �l DTT (100 mM) 
 6 �l rGTP (10 mM) 
 6 �l rATP (10 mM) 
 6 �l rCTP (10 mM) 
 6 �l rUTP (10 mM) 
 6 �l m 7 G (5¶) ppp (5¶) G (10 mM) 
11 �l depc-H2O 
 3 �l T7-RNA-Pol\meraVe (5 U/�l) 

 
 
Die Linearisierung der Plasmid-DNA erfolgte im 3¶-Bereich am Ende der zu 

transkribierenden DNA durch eine geeignete Restriktionsendonuklease. Die Verwendung der 

T7-RNA-Pol\meraVe be]iehW Vich aXf daV PlaVmid pGEMHE (2.1.3.2). Alle L|VXngen ZXrden 

auf Eis gelagert, bei RT in der angegebenen Reihenfolge ]XVammengegeben Xnd f�r 2 h bei 

37 �C inkXbierW.  

 



MATERIAL UND METHODEN 
___________________________________________________________________________ 

 28 

DamiW am SchlX� nXr die reine RNA YorliegW, ZXrde miW 3 �l DNaVe Xnd 1 �l RNaVin 15 min 

bei 37 �C die DNA-MaWriW]e abgebaXW, abVchlie�end miW Phenol/Chloroform e[WrahierW Xnd in 

EWhanol geflllW. Die Vo erhalWene RNA WrlgW dXrch den hberVchX� an GpppG gegen�ber GTP 

eine Cap-SWrXkWXr. DadXrch kann eine m|gliche DegradaWion der in vitro transkribierden RNA 

(cRNA) deutlich vermindert werden. 

 

2.2.1.4 cDNA-Synthese (Sambrook et al., 1989) 

 

2.5 �l mRNA (1 �g) Xnd 4 �l deV SWarWermolek�lV Oligo p(dT) (1 mg/ml) ZXrden 

]XVammengegeben, f�r 5 min aXf 70 �C erhiW]W Xnd VoforW aXf EiV abgek�hlW. AnVchlie�end 

ZXrden folgende L|VXngen Xnd SXbVWan]en hin]Xgegeben:  

 

0.5 �l RNaVin (10 U/�l)  
4.0 �l 10 mM dNTP-Mix  
4.0 �l 5 x reverse Transkriptase-Puffer   
1.0 �l DTT (10 mM)  
2.0 �l reYerVe TranVkripWaVe (400 U/�l)  

 

 

EV folgWe dann eine 40 min�Wige InkXbaWion bei 37 �C. ZXr Erh|hXng der AXVbeXWe ZXrden 

erneXW 2 �l reYerVe TranVkripWaVe XnWer den gleichen InkXbaWionVbedingungen zugegeben. 

Beendet wurde die Reaktion durch Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase, durch eine 

10 min�Wige InkXbaWion bei 70 �C. 

 

Phenol/Chloroform-Extraktion 

 

Diese dient der Entfernung von Proteinkontaminationen oder der Restriktionsenzyme durch 

Denaturierung mit Phenol. Da Phenol sauer reagiert, wurde es mit Tris/HCl auf pH 7.5 

eingestellt. In einem Volumenanteil von 1:1 wurde die RNA-halWige L|VXng miW Phenol 

gemischt, mehrfach invertiert und zur Phasentrennung kurz zentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt 

ZXrde miW der ZlVVrigen PhaVe im VerhllWniV 1:1 ]XnlchVW miW einem Phenol/Chloroform 

(1:1)-GemiVch Xnd dann miW reinem Chloroform ZiederholW. AnVchlie�end ZXrde die RNA 

miW EWhanol geflllW. 
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2.2.2 AUbeLWeQ PLW DeVR[\ULbRQXNOeLQVlXUe (DNA) 

 

2.2.2.1 Polymerasenkettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988) 

 

PCR zur Amplifizierung nicht bekannter Bereiche mit Hilfe degenerierter Primer  

 

F�r die RT-PCR mit den degenerierten Primern wurde die Taq-DNA-Polymerase verwendet, 

da diese eine hohe Effizienz und Synthesegeschwindigkeit besitzt. Es wurden folgende 

SXbVWan]en Xnd L|VXngen in der angegebenen Reihenfolge pipeWWierW:  

 

5 �l cDNA 
100 pmol je Primer  
5 �l 10 x Puffer 
2.5 mM MgCl2 
200 �M je dNTP 
2.5 U Taq-DNA-Polymerase  
ad 50 �l H2O 
  

 

Die TemperaWXr]\klen ZXrden indiYidXell abgeVWimmW. hberZiegend ZXrde in einem Perkin 

Elmer Thermal-C\cler je Z\klXV 1 min bei 94 �C denaWXrierW, Zobei die DNA in ihre 

Ein]elVWlnge aXfgeWrennW Zird. AnVchlie�end konnWen die geZlhlWen Primer enWVprechend 

ihrer errechneWen Schmel]WemperaWXr (Tm) f�r 1 min an der DNA-Matritze hybridisieren und 

am Ende eineV jeden Z\klXV erfolgWe 1 min bei 72 �C die ElongaWionVreakWion an den 

angelagerten Primern (insgesamt 33 Zyklen). Die Schmelztemperatur errechnet sich nach der 

Formel Tm= 4[ (G+C) +2[ (A+T) [�C], Zobei G, C, A Xnd T f�r die An]ahl deV jeZeiligen 

Nukleotids stehen.  

 

RACE-PCR 
 

Die RACE-PCR-Technik (rapid amplificaWion of cDNA endV) ZXrde ]Xr VerYollVWlndigXng 

des offenen Leserahmens der cDNA der Allatostatin-Rezeptoren aus Drosophila, der Schabe 

Xnd der SWabheXVchrecke YerZendeW. F�r daV 5¶-Ende ZXrde ein genVpe]ifiVcher Primer f�r 

die Synthese der cDNA verwendet. Der neu synthetisierte cDNA-Strang endete mit einem 

Homopolymerschwanz von Adeninbasen, den man mit Hilfe einer terminalen Transferase an 

daV 3¶-Ende anhing. Die enWVWandene cDNA dienWe anVchlie�end alV MaWri]e f�r 

Amplifi]ierXngen, Zie Vie f�r die RACE-PCR am 3¶-Ende unten beschrieben ist. 
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Die SXbVWan]en f�r die DXrchf�hrXng der RACE-PCR stammten von der Firma Boehringer 

Mannheim. F�r dieVe PCR ZXrde ebenfallV Taq-DNA-Polymerase verwendet. Das PCR-

Programm sowie die Mengen der benutzten Bestandteile richteten sich nach dem RACE-

Protokoll. 

 

F�r eine RACE deV 3¶-Endes wurde die Synthese des ersten cDNA-Stranges mit einer 

reversen Transkription an einem Oligo(dT)-Primer geVWarWeW. F�r die erVWe Amplifi]ierXng 

ZXrde der genVpe]ifiVche Xnd der lX�ere Primer (PCR-Anker-Primer) verwendet. Zur 

ZeiWeren VerYielfllWigXng ZXrde ein Teil der ReakWionVl|VXng (1 �l) f�r die zweite PCR-

ReakWion alV MaWriW]e YerZendeW. Hierf�r ZXrde der ]ZeiWe genVpe]ifiVche Primer Xnd der 

Anker-Primer verwendet.  

 

PCR zur Amplifizierung des gesamten offenen Leserahmens einer cDNA  
 
Um den gesamten offenen Leserahmen einer cDNA zu amplifizieren, wurden spezifische 

Primer mit Restriktionsendonuklease-Erkennungsstellen (Schnittstellen) konstruiert, die eine 

KlonierXng der amplifi]ierWen DNA in den geZ�nVchWen VekWor erm|glichen. Der Primer am 

5¶-Ende wurde direkt auf dem Startcodon und der Primer am 3¶-Ende auf dem Stopcodon 

begonnen. F�r dieVe PCR ZXrde die VenW-DNA-Pol\meraVe YerZendeW, da dieVe �ber eine 

Exonuklease-AkWiYiWlW Yerf�gW, Xnd VomiW die MXWaWionVraWe deXWlich YerringerW iVW. Die PCR-

Bedingungen entsprachen den oben genannten. 

 

2.2.2.2 KRQVWUXNWLRQ YRQ cKLPlUeQ Re]eSWRU-cDNAs 

 

DieVe MeWhode ZXrde f�r die KonVWrXkWion der Chimlre aXV dem SomaWoVWaWin-Rezeptor 2 der  

Ratte und dem Allatostatin-Rezeptor aus Drosophila verwendet. Hierbei wurden drei 

nacheinander folgende PCR-Reaktionen dXrchgef�hrW. Die erVWe PCR-Reaktion wurde mit 

dem T7-Primer und  dem SSTR2/Drosi.rev-Primer (Abb. 2.4)  dXrchgef�hrW, alV  DNA-

Matritze wurde 50 ng des SSTR2-kodierenden Plasmids cDNA verwendet, hier wurde ein 

PCR-Fragment von 150 bp amplifiziert. 

 

Die zweite PCR-Reaktion wurde mit dem Drosi.7-Primer und SSTR2/Drosi.forw-Primer 

(Abb. 2.4) dXrchgef�hrW, alV DNA-Matritze diente 50 ng Drosophila-Allatostatin-Rezeptor-

DNA, hierbei wurde ein PCR-Fragment von 1000 bp amplifiziert. Die letzte PCR-Reaktion 

wurde mit dem T7-Primer und dem Drosi.7-Primer dXrchgef�hrW. 
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Hierbei wurde das PCR-Produkt aus der ersten sowie aus der zweiten PCR-Reaktion als 

DNA-MaWriW]e YerZendeW. SomiW ZXrde die geZ�nVchWe Chimlre amplifi]ierW. 

  

SSTR2/Drosi.forw. 
 
CAG ACA GAG CCA TAC TAC                  
  Q       T       E        P      Y      Y                      D     M       T      S      N (SSTR 2-Sequenz) 
 
 
  A       E       S        V      A      L                     E      R       I       V      S (Dros.-AlstR-Sequenz) 
                                                                       GAA CGG ATC GTA TCC    
 
 
 
                                                                                       SSTR2/Drosi.rev  
 
 
Abb. 2.4 PRVLWLRQ deU cKLPlUeQ OOLgRQXNOeRWLde 
Dieses SchePa ]HLJW dLH PRVLWLRQ dHU OOLJRQXNOHRWLdH, dLH I�U dLH CKLPlUaPSOLIL]LHUXQJ YHUZHQdHW ZXUdHQ. DLH 
PRVLWLRQ dHU PULPHU bHIaQd VLcK YRU dHU HUVWHQ TUaQVPHPbUaQdRPlQH. 
 

 

2.2.2.3 KORQLeUXQg YRQ NXNOeLQVlXUeQ 

 

Um spezifische DNAs einfach und schnell weiterverarbeiWen ]X k|nnen, ZXrden Vie dem 

VplWeren VerZendXngV]Zeck enWVprechend in XnWerVchiedliche VekWoren (PlaVmide) 

subkloniert. 

 

Klonierung in pBluescript, pGEMHE und pcDNAIII 

 

Als Klonierungsvektoren (2.1.3.2) wurden pcDNAIII (Abb. 2.1), Bluescript SK+ (Abb. 2.2) 

Xnd pGEMHE (Abb. 2.3) YerZendeW. DieVe bieWen eine Xmfangreiche ÄmXlWiple cloning ViWe³ 

(ÄPol\linker³), alVo einen Bereich miW dichW aXfeinanderfolgenden ErkennXngVVeqXen]en f�r 

YerVchiedene ReVWrikWionVendonXkleaVen. In dieVen k|nnen nach ReVWrikWion mit einer 

geeigneWen ReVWrikWionVendonXkleaVe geZ�nVchWe DNA-Fragmente durch Ligation einkloniert 

Xnd anVchlie�end WranVformierW Zerden. FlankierW Zird dieVer Bereich X.a. Yon den 

PromoWorVeqXen]en f�r die T7- und T3- oder SP6-RNA-Polymerase, was eine in vitro 

Transkription beider DNA-SWrlnge erm|glichW. Ferner YermiWWeln alle PlaVmide eine 

Ampicillinresistenz.  
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2.2.2.4 MLQLSUlSaUaWLRQ YRQ POaVPLd-DNA 

 

L|VXng: TELT-Lysis-Puffer (Tris/HCl / EDTA / LiCl / Triton X-100): 

 

 

62 mM EDTA pH 8.0 
50 mM Tris/HCl pH 7.5 
2.5 M LiCl 
0.4 % Triton X-100 (w/v) 

 

 

1.5 ml hbernachWkXlWXr ZXrden bei 10000 g f�r 30 V ab]enWrifXgierW Xnd in 250 �l TELT-

Lysis-PXffer reVXVpendierW. EV ZXrde 25 �l L\Vo]\ml|VXng (10 mg/ml) ]Xgegeben, gemiVchW, 

5 min auf Eis inkubiert und 5 min aXfgekochW. Nach Abk�hlXng aXf  EiV ZXrde  der  AnVaW] 

15 min bei 10000 g ]enWrifXgierW. Der hberVWand ZXrde einer Phenol/Chloroform-Extraktion 

VoZie einer anVchlie�enden IVopropanolflllXng XnWer]ogen. 

 

2.2.2.5 Ma[LSUlSaUaWLRQ YRQ POaVPLd-DNA 

 

L|VXQgeQ: 

 

S1-Puffer : 50 mM Tris/HCl pH 8.0 
 : 10 mM EDTA 
 : 100 �g RNaVe A/ml 
  
S2-Puffer : 200 mM NaOH 
 : 1 % SDS 
  
S3-Puffer : 2.8 M Kaliumacetat pH 5.1 
  
N2-Puffer : 100 mM Tris/HCl pH 6.3 
 : 15 % Ethanol 
 : 900 mM KCl  
  
N3-Puffer : 100 mM Tris/HCl pH 6.3 
 : 15 % Ethanol 
 : 1150 mM KCl 
  
N5-Puffer : 100 mM Tris/HCl pH 8.5 
 : 15 % Ethanol 
 : 1000 mM KCl  
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Die Pufferzusammensetzung sowie die Vorgehensweise entspricht den Informationen der 

Firma Macherey-Nagel. 

 

30 ml einer hbernachWkXlWXr ZXrden in einem GSA-Rotor bei 5000 g 5 min abzentrifugiert 

und in 4 ml S1-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 4 ml S2-Puffer und 5 min Inkubation 

bei RT erfolgte die alkalische Lyse der Bakterienzellen, an die sich durch Zugabe von 4 ml 

S3-Puffer eine Kaliumacetat-ZXgabe anVchlo�. Die L|VXng ZXrde bei 12000 g im GSA-Rotor 

ab]enWrifXgierW Xnd der hberVWand aXf eine NXcleobond AX-100-SlXle gegeben, Zelche 

vorher mit 2 ml N2-PXffer lqXilibrierW ZXrde. AnVchlie�end ZXrde die SlXle ]Zeimal  miW je 

4 ml N3-Puffer gewaschen, mit 2.8 ml N5-PXffer elXierW Xnd miW EWhanol geflllW. 

 

2.2.2.6 Aufreinigung von DNA 

 

Phenol/Chloroform-Extraktion 

 

Diese dient der Entfernung von Proteinkontaminationen durch Denaturierung mit Phenol. Da 

Phenol sauer reagiert, wurde der pH auf 7.5 eingestellt. In einem Volumenanteil von 1:1 

wurde die DNA-halWige L|VXng miW Phenol gemiVchW, mehrfach inYerWierW Xnd ]Xr 

PhaVenWrennXng 5 min ]enWrifXgierW. DieVer ArbeiWVVchriWW ZXrde miW der Zl�rigen PhaVe im 

VerhllWniV 1:1 ]XnlchVW miW einem Phenol/Chloroform-Gemisch und dann mit reinem 

Chloroform wiederholt. 

 

DNA-PUl]LSLWaWLRQ 

 

hblicherZeiVe ZXrde  die  DNA miW  dem  2,5-fachen  Volumen  Ethanol  unter  Zugabe eines  

1/10 VolXmenV 3 M NaWriXmaceWaW Xnd 30 min�Wiger InkXbaWion bei ±80 �C aXVgeflllW. Der 

Ansatz wurde dann 30 min bei 14000 g zentrifugiert, der DNA-Niederschlag mit 70 % 

Ethanol nachgewaschen, 5 min luftgetrocknet und in einer geeigneten Menge H2O 

aufgenommen. 
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2.2.2.6.2 DNA-Modifikation mit Restriktionsendonukleasen 

 

Es wurden stets die spezifischen Puffer in der angegebenen Konzentration sowie die 

enzymspezifische Reaktionstemperatur der jeweiligen Restriktionsendonuklease entsprechend 

Anweisung der Herstellerfirmen verwendet. Beendet wurde die Reaktion durch 

Hitzeinaktivierung bei 70 �C, Vofern daV geZlhlWe En]\m hiW]eVenVibel Zar. 

 

2.2.2.6.3 5¶-Dephosphorylierung von DNA 

 

Diese wurde zur Verhinderung einer Religation von Plasmid-DNA, die nur mit einer 

ReVWrikWionVendonXkleaVe aXfgeWrennW ZXrde Xnd alV VekWor f�r SXbklonierXng eingesetzt 

Zerden VollWe, Yorgenommen. Da]X ZXrden 0.5 �g/�l DNA miW einer EinheiW alkaliVcher 

PhoVphaWaVe pro �g DNA Xnd enWVprechendem PhoVphaWpXffer f�r 15 min bei 37 �C inkXbierW. 

AbgeVWoppW ZXrde die ReakWion dXrch HiW]einakWiYierXng bei 65 �C oder Komplexierung der 

Zn2+-Ionen mit EDTA (Sambrook et al., 1989). 

 

2.2.2.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten 

 

Hierf�r ZXrde ein 4-10 facher molarer hberVchX� an geVchniWWenem DNA-Fragment mit 

entsprechend geschnittener Vektor-DNA Xnd 0.2 EinheiWen/�l T4-DNA-Ligase im T4-DNA-

LigaVepXffer in einem EndYolXmen Yon 15 �l ]XVammengegeben. Der PXffer enWhllW 1 % 

PEG ]Xr Erh|hXng der ViVkoViWlW VoZie 0.2 mM ATP, da dieVe ReakWion nXr XnWer ATP-

VerbraXch ablaXfen kann. InkXbierW ZXrde �ber NachW bei 16 �C. 

 

2.2.2.7 Radioaktive DNA-Markierung  

 
32P-Markierung von DNA (Feinberg und Vogelstein, 1983) 

 

50 ng eines linearisierten Plasmid-DNA-Fragmentes wurden in Anwesenheit von 50 ng 

He[amernXkleoWidmi[ bei 100 �C f�r 5 min hiW]edenaWXrierW Xnd ]Xr VerhinderXng der 

Renaturierung auf EiV abgek�hlW. Die Vo YorbehandelWe DNA-Probe wurde nun in einem 

ReakWionVYolXmen  Yon  50 �l  miW  50 mM TriV/HCl  pH 6.9, 10 mM MgCl2, 100 nM DTT, je  

1 mM dGTP, dATP, dTTP, 50 �Ci [D-32P]dCTP [3.3�Ci/nmol] Xnd 5 EinheiWen KlenoZ-

Enzym zusammengegeben. 
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Nach 30 min Inkubation wurden die nicht inkorporierten [D-32P]dCTP-Nukleotide durch 

Gelfiltration abgetrennt. 

 

2.2.2.8 DNA-Analysemethoden 

 

2.2.2.8.1 Qualitative DNA-Analyse 

 

Agarosegel-Elektrophorese 

 

Sie dient der Auftrennung von DNA-Molek�len nach ihrer Gr|�e. Die TrennXng berXhW aXf 

der XnWerVchiedlichen WanderXng der DNA enWVprechend ihrer Gr|�e XnWer dem EinflX� deV 

elekWriVchen FeldeV. In AbhlngigkeiW der aXf]XWrennenden DNA-Llngen ZXrden 

XnWerVchiedlich hohe Kon]enWraWionen AgaroVe YerZendeW. ZXr VplWeren UV-Detektion wurde 

dem Gel EWhidiXmbromid ]Xgegeben (0.2 ng/ml). AlV LlngenVWandard dienWe EcoRI/HindIII-

geschnittene  O-DNA.  Als  Laufpuffer  diente 1 x TAE  bei  einer  konstanten  Spannung  von  

5 V/cm Gelllnge.  

 

DNA-Sequenzierung (Sanger et al., 1977) 

 

Die DNA-SeqXen]ierXng ZXrde im InVWiWXW f�r Zellbiochemie Xnd kliniVche NeXrobiologie im 

Servicelabor nach der Didesoxy-Methode (Sanger et al., 1977) unter Anwendung des Taq 

Dye Primer Cycle Sequencing Kits mit dem ABI Prism 377 DNA-Sequencer (Applied 

BioV\VWemV, Heidelberg) dXrchgef�hrW.  

 

2.2.2.8.2 Quantitative DNA-Analyse 

 

UV-Spektroskopie 

 

Da reine DNA ein AbsorptionVma[imXm bei 260 nm Wellenllnge haW, ZXrde XnWer 

Ber�ckVichWigXng deV LamberW-BeerVchen GeVeW]eV in VWark Yerd�nnWen L|VXngen Xnd einem 

Extinktionsbereich von 0.3-0.6 gemessen.  

 

F�r die BerechnXng der Primerkon]enWraWion mX� man ]XerVW miW der folgenden Formel den 

molaren Extinktionskoeffizienten des Primers bei 260 nm ermitteln:  
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(8400xT)+(15200xA)+(12010xG)+(7050xC) 

 

Dabei VWehen T, A, G, Xnd C f�r die HlXfigkeiW, miW der jede dieVer BaVen im Primer YerWreWen 

ist. Der molare Extinktionskoeffizient entspricht der Absorption einer einmolaren 

Primerl|VXng bei 260 nm (A260).  

 

Densitometrische Konzentrationsbestimmung 

 

MiW dieVer MeWhode k|nnen DNA-Banden in einem miW EWhidiXmbromid geflrbWen 

AgaroVegel qXanWifi]ierW Zerden. Dabei ZXrde �ber eine CompXWer angeschlossene 

Videokamera das emittierte Fluoreszenzlicht in Pixeln gemessen und durch Vergleich mit 

einem parallel aufgetragenen Konzentrationsstandard quantifiziert. Verwendet wurde das 

Videosystem Cybertech CS1 mit einem UVT-2035 UV-Schirm (320 nm Wellenllnge) Xnd 

zur Auswertung die Win. Cam 2.0 Software. 

 

2.2.3 Mikrobiologische Arbeitsmethoden 

 

2.2.3.1 Langzeitlagerung von Bakterien 

 

ZXr daXerhafWen AXfbeZahrXng Yon BakWerienVWlmmen ZXrden dieVe bei ±80 �C im 

entsprechenden Kulturmedium unter Zugabe von 25 % Glycerol als Kristallisationshemmer 

eingefroren. Zur erneuten Verwendung wurde mit diesem Glycerinstock eine LB-Agarplatte 

beimpft und eine einzelne Kolonie weiterverwendet. 

 

2.2.3.2 AQOegeQ eLQeU hbeUQacKWNXOWXU 

 

Mit einer einzelnen Kolonie wurden 5 ml LB-MediXm beimpfW Xnd Zenn m|glich ein ]Xr 

SelekWion geeigneWeV AnWibioWikXm ]Xgegeben. Die KXlWXren ZXrden �ber NachW bei 37 �C 

und 200 rpm inkubiert.  

 

Die SelekWion f�r die BakWerien deV SWammeV XL1-BlXe erfolgWe miW 25 �g/ml TeWrac\clin. 

Rekombinante XL1-Blue- und Top10F-Zellen, die durch Transformation mit Plasmiden eine 

AmpicillinreViVWen] erZorben haben, ZXrde miW 100 �g/ml Ampicillin VelekWierW. 
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2.2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterienzellen 

 

Herstellung kompetenter XL1-Blue- und Top10F-Zellen f�r die TranVformaWion (Sambrook et 

al., 1989) 

 

L|VXQgeQ: 

 

TFBI-Puffer:            30 mM KOAc pH 7.0 
 50 mM MnCl2 
 100 mM RbCl 
 10 mM CaCl2 
 15 % Glycerin 
  
TFB2-Puffer:       10 mM MOPS pH 7.0 
 75 mM CaCl2 
 10 mM RbCl 
 15 % Glycerin 
  
 Die L|VXngen wurden steril filtriert und auf Eis gelagert 

 

 

5 ml einer hbernachWkXlWXr (XL1-Blue-SWlmme, Viehe 2.2.3.2), die TeWrac\clin enWhielW, 

wurden in 200 ml LB-MediXm bei 37 �C Xnd 200 rpm biV ]X einer OD650 von 0.4 angezogen, 

Vo da� die Zellen Vich noch in der logarithmischen Wachstumsphase befanden. Diese 

BakWerienVXVpenVion ZXrde dann 5 min bei 4000 g Xnd 4 �C in einer SorYall RC-5-Zentrifuge 

und einem GSA-RoWor ]enWrifXgierW. Alle ZeiWeren ArbeiWVVchriWWe ZXrden bei 4 �C Xnd miW 

Yorgek�hlWen L|VXngen dXrchgef�hrW. DaV BakWerienVedimenW ZXrde in 60 ml TFB1-Puffer 

YorVichWig YollVWlndig reVXVpendierW Xnd erneXW XnWer gleichen BedingXngen ]enWrifXgierW.  

 

Das Pellet wurde dann in 8 ml TFB2-PXffer Vchonend reVXVpendierW, ]X je 200 �l aliqXoWierW, 

in fl�VVigem Stickstoff schockgefroren und bis zu weiteren Verwendung bei ±80 �C gelagerW.  

 

2.2.3.4 Transformation von Bakterienzellen 

 

Transformation von XL1-Blue-Zellen mit Plasmid-DNA 

 

DieVe MeWhode erm|glichW den TranVfer Yon modifi]ierWer DNA (Viehe 2.2.2.2) in eine 

Bakterienzelle mit Hilfe von Plasmid-DNA als Vektor. 
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Verwendet wurden die XL1-Blue-Zellen oder auch die Top10F-Zellen f�r die VekWoren 

pBlXeVcripW SK+ Xnd pGEMHE oder pcDNAIII. Da]X ZXrden 10 �l deV LigaWionVanVaW]eV 

(Viehe 2.2.2.6) miW 100 �l kompeWenter XL1-Blue-Zellen vermengt, 20 min auf Eis und 1 min 

bei 42 �C inkXbierW. Der AnVaW] ZXrde aXf EiV abgek�hlW. Die Zellen ZXrden Yor dem 

Ausplattieren auf dem entsprechenden Selektionsmedium (LB-Agar mit Ampicillin [100 

�g/ml]) 45 min bei 37 �C in 400 �l LB-Medium inkubiert. War pBluecript SK+ der 

Transformationsvektor, so wurde der gesamte Transformationsansatz auf LB-Agarplatten 

aXVplaWWierW, die f�r eine BlaX-Wei�-SelekWion ]XYor miW 9 �l 0.5 M IPTG Xnd 18 �l 10 % 

(w/v) X-Gal bestrichen worden war. Da die pCDNAIII- und pGEMHE-Vektoren keine Blau-

Wei�-SelekWion erm|glichWen, enWfiel bei einer TranVformaWion miW dieVen VekWoren die 

Zugabe von IPTG und X-Gal. AnVchlie�end ZXrden die aXVplaWWierWen BakWerien]ellen �ber 

NachW  bei 37 �C inkXbierW. Die dXrch den TranVformaWionVYekWor �berWragene 

AmpicillinreViVWen] erm|glichWe die SelekWion der WranVformierWen BakWerien]ellen, Zlhrend 

die Blau-Wei�-Selektion eine Unterscheidung zwischen rekombinantem und nicht 

rekombinanWem VekWor ]Xlie�. DXrch die InVerWion Yon fremder DNA in daV Gen YerlnderW 

Vich der PhlnoW\p der PlaVmide Yon Lac+ zu Lac-. Rekombinante Plasmide bilden in einem 

BakWerienraVen, deVVen NlhrmediXm IPTG Xnd X-Gal enWhllW, farbloVe Kolonien. Dagegen 

entstehen bei nicht rekombinanten Plasmiden blaue Kolonien; in diesem Fall ist unter 

Mitwirkung der E-Galactosidase und Luftsauerstoff das farblose X-Gal zum blauen 5,5,-

Dibrom-4,4-dichlorindigo oxidiert worden.  

 

2.2.4 Elektrophysiologische Arbeitsmethoden 

 

ND 96: 96 mM NaCl 
 2 mM KCl 
 1 mM MgCl2 
 1.8 mM CaCl2 
 5 mM HEPES pH 7.4 
 
 

 

HK: 2 mM NaCl 
 96 mM KCl 
 1.8 mM CaCl2 
 1 mM MgCl2 
 5 mM HEPES pH 7.5 
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Barth-Puffer: 88 mM NaCl 
 1 mM KCl 
 2.4 mM NaHCO3 
 15 mM Tris/HCl pH 7.6  
 0.3 mM Ca(NO3)2  x 4H2O 
 0.41 mM CaCl2 x 6 x H2O 

 
 
 

 

 
 
Abb. 2.5 Vereinfachtes Schaltbild eines Standard-2-Elektroden-Voltage-Clamp-VeUVWlUNeUV 
Membranpotential (Vm), Mikroelektrode 1 (ME1), Mikroelektrode 2 (ME2), Kommandospannung (Vcmd), 
VHUVWlUNHU (A1), VHUVWlUNHU (A2), WLdHUVWaQd dHU MHPbUaQ (RP), WLdHUVWand der Pipette 1 (Rp1), Widerstand 
der Pipette 2 (Rp2). Der Kreis stellt die eingespannte Xenopus-OR]\WH daU. NlKHUH EUOlXWHUXQJ LP TH[W.           
 

 

Um den klonierten Rezeptor funktional und pharmakologisch zu charakterisieren, wurde nach 

2.2.1.4 in vitro transkribierte Rezeptor-cRNA mit der GIRK-cRNA (G-protein gated inwardly 

rectifying potassium channel - ein einZlrWV gerichWeWer KaliXm-Kanal) in die defollikulierten 

Xenopus-Oozyten 50 nl (0.04 ng/nl) koinjiziert (Kreienkamp et al., 1997). Nach 2-5 Tagen 

InkXbaWion bei 20 �C in BarWh-Puffer wurden die Oozyten elektrophysiologisch mit der 

Standard-2-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik gemessen (Methfessel et al., 1986). Die 

Messung wurde bei einer Spannungsklemme von ±70 mV dXrchgef�hrW. Ihre HaXpWaXfgabe iVW 

eV, bnderXngen deV MembranpoWenWialV der XnWerVXchWen Zelle ]X Yerhindern. Da]X er]eXgW 

Vie einen KompenVaWionVVWrom, der genaX Vo gro� iVW Zie der SWrom, der dXrch die Membran 

flie�W, der dieVem aber enWgegengerichWeW iVW. 

 

A2

Rp2

ME1 ME2

A1

Rp1

Vm

CmRm

Vcmd
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Dies erfolgt durch einen negatiYen R�ckkopplXngVmechaniVmXV, bei dem daV 

MembranpoWenWial gemeVVen Xnd miW dem Yorgegebenen, geZ�nVchWen WerW  - der 

Sollspannung ± verglichen wird (Abb. 2.5). Jeder Unterschied zwischen der 

Kommandospannung, wie die Sollspannung auch genannt wird, und der WaWVlchlich 

gemessenen Membranspannung aktiviert einen Regler, der einen entgegengerichteten Strom 

in die Zelle injiziert. Dieser Kompensationsstrom wird bei diesem Experiment gemessen. Der 

VerlaXf deV E[perimenWV iVW folgenderma�en: bei der ZXgabe Yon HK-Medium findet ein 

Kalium-Einstrom durch die Kalium-Kanlle VWaWW, d.h. eV findeW ein einZlrWV gerichWeWer 

MembranVWrom VWaWW, der elekWroph\ViologiVch me�bar iVW. Sobald eV ein PlaWeaX erreichW haW, 

wird der Agonist ins Medium appliziert. Der resultierende Strom ist dann Agonisten-induziert 

und wird in nA pro Zeiteinheit dokumentiert. Nach der Messung wird die Oozyte mit ND-96 

perfundiert und die Spannungsklemme abgeschaltet. 

 

Messung der HPLC-SlXOeQ-Fraktion 

 

Um die AkWiYiWlW der HPLC-SlXlen-Fraktion bei der Liganden-Isolierung an den Oozyten 

meVVen ]X k|nnen, mX�We ]Xm einen der pH-Wert neutralisiert und zum anderen das 

Methanol aus den Fraktionen entzogen werden. Dieses konnte durch Zugabe von 2 ml H2O 

und Einrotierung in der Speed-Vac erfolgen. Gemessen wurde 1/20 des Gesamtvolumens in 

HK. 

 

Messung der Dosiswirkungskurven 

 

Die Messungen erfolgten jeweils an 4-6 Xenopus-Oozyten, koinjiziert mit der cRNA des 

GIRK-Kanals und der cRNA des GPCRs mit einer Konzentration von 10-6 M - 10-11 M des 

geZ�nVchWen Peptides. Die Werte wurden im Graph Pad Prism Programm normalisiert, d.h. 

der gemessene Strom jeder Oozyte wurde prozentual errechnet und so ausgewertet.  
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2.2.5 Peptidaufreinigungsmethoden 
 

2.2.5.1 Erstellung des Peptidrohextraktes aus Drosophila melanogaster-K|SfeQ 

 

4.2 g Drosophila melanogaster-K|pfe ZXrden in 45 ml 0.5 M EVVigVlXre, 10 mM 

AVcorbinVlXre Xnd  1 mM EDTA miW einem UlWra TXrra[ homogeniVierW. DaV HomogeniVaW 

ZXrde 10 min bei 95 �C inkXbierW, Xm alle ProWeine Xnd gr|�eren ZellbeVWandWeile zu 

denaWXrieren. Nach einer InkXbaWion �ber NachW bei 4 �C ZXrde daV HomogeniVaW bei 4 �C 30 

min bei 10000 g ]enWrifXgierW. Der klare hberVWand ZXrde miW einer Sep-Pak-Plus C18-

Kartusche (15 ml/Kartusche), so wie im Protokoll (Sep-Pak-Plus C18-Kartuschen, Protokoll 

von Waters/Millipore GmbH) beschrieben, fraktioniert. Aus der Sep-Pak-Plus C18-SlXle 

ZXrde die PepWidfrakWion miW 80 %igem MeWhanol elXierW. DaV ElXaW ZXrde f�r 4 h in der 

Speed-Yac belaVVen, damiW daV MeWhanol YollVWlndig abdampfW. AlV Ergebnis dieser 

Aufarbeitung wurde eine angereicherte Peptidfraktion erhalten, die frei von Proteinen und 

Sal]en Zar. AnVchlie�end ZXrde daV ElXaW �ber NachW gefriergeWrockneW. DaV L\ophiliVaW 

wurde in 1 ml H2O resuspendiert und bei ±80 �C gelagerW. 

 

2.2.5.2 Erstellung des Peptidrohextraktes aus der zytosolischen Fraktion der Drosophila 

melanogaster-K|Sfe 

 

Die zytosolische Fraktion der Drosophila melanogaster-K|pfe (erhalWen Yon Prof. EckarW 

Gundelfinger und Kathrin Chamaoun aus dem Leibnitz-InVWiWXW f�r NeXrobiologie in 

Magdeburg) war in einem Homogenisierungspuffer [(10 mM Tris/HCl pH 7.5, 280 mM 

Saccharose, 0.01 % NaN3 und 0.1 mM PMSF (Phenyl±Methyl±sulfonyl-flXorid)] gel|VW. 

Dieser Homogenisierungspuffer  wurde  auf  10 mM  Tris/HCl  pH  7.5, 10 mM  

AscorbinVlXre  Xnd  

1 mM EDTA eingestellt. Die weitere Aufarbeitung des Peptidrohextraktes verlief wie bereits 

bei 2.2.5.1. beschrieben. 

 

2.2.5.3 PeSWLdWUeQQXQg �beU MRQRS-KaWLRQeQaXVWaXVcKeUVlXOe 

 

Bei dieser Chromatographie-Art werden Proteine aufgrund unterschiedlicher elektrostatischer 

WechVelZirkXngen miW dem SlXlenmaWerial Yoneinander geWrennW. Je nach pH-Wert des 

enWVprechenden ElXWionVpXfferV k|nnen ProWeine eine poViWiYe oder eine negaWiYe elekWriVche 

Nettoladung tragen. 
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IVW der geZlhlWe pH-Wert mit dem isoelektrischen Punkt des Proteins identisch, so gleichen 

Vich die elekWriVchen LadXngen deV ProWeinV YollVWlndig aXV, Xnd eV gibW keine 

WechVelZirkXng miW dem IonenaXVWaXVcher. AXf dieVe WeiVe k|nnen die ProWeine Yon der 

Matrix durch geeignete Wahl des pH-Wertes eluiert werden. Hierf�r ZXrde daV GerlW LKB 

Bromma 2151 HPLC mit der MonoSTM HR5/5-SlXle (Pharmacia/SchZeden, ParWikelgr|�e 

10�m) YerZendeW. Die Probe ZXrde YorVichWig inji]ierW. AlV L|VXngVmiWWel ZXrden 10mM 

NH4HCOO in 10 % Methanol (Puffer A) und 1 M NH4HCOO in 10 % Methanol (Puffer B) 

verwendet. Ein Gradient von 0-100 % PXffer B in 30 min bei einer FlX�raWe Yon 1 ml/min 

wurde angelegt. Die Detektion erfolgte durch eine Extinktionsmessung bei 280 nm und die 

Fraktionen wurden von Hand gesammelt.                       

 

2.2.5.4 PeSWLdWUeQQXQg �beU ReYeUVed-Phase-HPLC (Umkehrphasenchromatographie)  

 

Die hochaXfl|Vende UmkehrphaVenchromaWographie miWWelV HPLC Zird f�r die TrennXng Yon 

Peptiden verwendet. Aufgrund hydrophober Wechselwirkungen binden Peptide an die SlXle, 

die mit unterschiedlich langen Kohlenwasserstoffketten (von C3-C18) beladen Vind. F�r die 

Trenntechnik stehen eine Reihe von Matrices unterschiedlicher Poren-, ParWikelgr|�e VoZie 

BelegXngVgrade ]Xr Verf�gXng. Hierf�r ZXrden die C8- und C4-SlXlen (Micro C8  5�m 250 [ 

1.6mm, Nucleosil 300; Micro C4  5�m 250 [ 2.1mm V\dac 300) YerZendeW. 

 

Die Detektion der Peptide erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 215 nm. Die 

Pol\pepWide ZXrden in einem polaren L|VXngVmiWWel (PXffer A =  0.1 % TFA in H2O) auf die 

SlXle aXfgeWragen Xnd an die SlXle gebXnden. Die ElXWion der PepWide erfolgWe dXrch 

konWinXierliche Erh|hXng deV organiVchen L|VXngVmiWWelV (PXffer B = 0.1 % TFA in 

Acetonitril). Bei Rechromatographie der aktiven Fraktionen (siehe 2.2.4) wurden die 

Fraktionen von Hand gesammelt. Die Trennung der Peptide erfolgte mit dem ABI (Applied 

Biosystems 130A) Separation System.  
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3. ERGEBNISSE 
 

3.1 Klonierung und Charakterisierung eines Somatostatin-lKQOLcKHQ RH]HSWRUV LQ 

Drosophila melanogaster 

 

3.1.1 Primerkonstruktion 

 

Um die cDNA eines m|glichen Somatostatin-lhnlichen Re]eptors in Drosophila 

melanogaster zu klonieren; sind degenerierte Oligonukleotide konstruiert worden, die dann 

als Primer f�r die Amplifikation des entsprechenden cDNA-Abschnitts dienten. Da die 

meisten Aminosluren Yon mehr als einem Kodon kodiert Zerden, ist es nicht einfach, die 

Sequen]en f�r die degenerierten Primer anhand der Proteindaten festzulegen. Bei der 

Konstruierung der Primer Zurden deshalb Proteinbereiche ausgeZlhlt, bei denen eine hohe 

bhnlichkeit ]Zischen den unterschiedlichen SSTR-Subtypen vorliegt und die entsprechende 

Aminoslure h|chstens Yon ]Zei Kodons kodiert Zerden. F�r diese Konstruktion Zurden die 

]Zeite und dritte e[tra]ellullre Schleife, die ]Zeite intra]ellullre Schleife und die siebte 

Transmembrandomlne ausgeZlhlt. Die Lage der degenerierten Oligonukleotide ist auf der 

Proteinsequenz in Abb. 3.1 schematisch dargestellt. Diese degenerierten Oligonukleotide 

wurden Somatostatin-Rezeptor forward 1 (SRF1), Somatostatin-Rezeptor forward 2 (SRF2), 

Somatostatin-Rezeptor reverse 1 (SRR1) und Somatostatin-Rezeptor reverse 2 (SRR2) 

genannt. 

 
 

 
Position der degenerierten Primer auf der Sequenz 

 
 
 

 
 
Abb. 3.1 Schematische Darstellung der Position der degenerierten Oligonukleotide in der Sequenz 
Der blaue Balken reprlsentiert die Sequen] eines t\pischen Ratten-Somatostatin-Rezeptors, die gelben Klstchen 
(I-VII) die Transmembrandomlnen, die nach links ]eigenden Pfeile die reverse- und die nach rechts zeigenden 
Pfeile die forward-positionierten degenerierten Oligonukleotide.  
 

  

SRF1 SRF2 SRR2 SRR1

N- I II III IV V VI VII -C
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3.1.2 Testen der Primer 

 

Zunlchst Zurde Yersucht, die cDNA eines Somatostatin-lhnlichen Re]eptors in Drosophila 

melanogaster �ber die RT-PCR-Technik zu amplifizieren. Es wurde die mRNA aus 

Drosophila melanogaster der Firma Clontech verwendet, mit Hilfe der reversen Transkriptase 

in die cDNA umgeschrieben und die RT-PCR durchgef�hrt. Es Zurde jedoch kein PCR-

Produkt erhalten. Daraufhin wurde eine RT-PCR mit den cDNA-Bibliotheken (aus dem 

Knochenfisch Eptatretus stouti und dem Knochenfisch Catostomus commersoni (2.1.3.3) 

sowie den degenerierten Primern in allen Kombinationen durchgef�hrt. In diesem E[periment 

wurden Fragmente von 500-650 bp erhalten. Diese DNA-Fragmente wurden in den 

pBluescript SK+-Vektor einkloniert und sequenziert. 

 

Nach einer Datenbankanalyse konnte in drei erzeugten Klonen durch die SRF1/SRR1-

Primerkombination aus Catostomus commersoni eine Sequen]identitlt Yon 67 % ]u dem 

humanen SSTR3 auf Nukleotidebene festgestellt werden. Diese drei Klone zeigten 

untereinander eine Sequen]identitlt Yon 98 %, d.h. diese drei Klone enthalten die selbe 

cDNA.  

 

Zwei Klone die mit der Primerkombination SRF2/SRR1, aus der Eptatretus stouti-cDNA 

amplifi]iert Zurden, Ziesen eine Sequen]identitlt Yon 69 % ]u dem SSTR3 der Maus auf 

Nukleotidebene auf. Diese zwei untersuchten Klone zeigten untereinander eine 

Sequen]identitlt Yon 99 % auf Nukleotidebene.nBei einem Vergleich der Sequenzen von 

Catostomus commersoni und Eptatretus stouti in der Datenbank zeigten sie untereinander eine 

Sequen]identitlt Yon 65 % auf Nukleotidebene.  

 

Diese Ergebnisse belegten, da� die Primer gut funktionieren. Daher wurde Drosophila 

melanogaster ge]�chtet, um aus dem GeZebe RNA ]u isolieren und die RT-PCR damit 

durch]uf�hren. Die Z�chtung Yon Drosophila melanogaster und die RNA-Aufarbeitung 

wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Gundelfinger im Leibnitz-Institut f�r 

Neurobiologie in Magdeburg erlernt. 
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     1   CGTTATCTTGCTGTGGTCCACCCCGTGCGAGCCGCCAATTGCCGCAAACCAAACATAGCC  60 
          R  Y  L  A  V  V  H  P  V  R  A  A  N  C  R  K  P  N  I  A  
 
    61   AAGATATTTAGCTGCATCAGCTGGCTGTTGTCCATCGTTGTTGTTCTCCCAGTCATTGCA  120 
          K  I  F  S  C  I  S  W  L  L  S  I  V  V  V  L  P  V  I  A  
 
   121   TTTTCACACACAGATGGACATAAAAGCATGTGCAACATAAAGTGGCCTGATCCAGTTAAA  180 
          F  S  H  T  D  G  H  K  S  M  C  N  I  K  W  P  D  P  V  K    
 
   181   GTGTGGTCGACTGTCTTTATCCTCTACACATCATTGCTCGGCTTCTTCCTCCCACTATTC  240 
          V  W  S  T  V  F  I  L  Y  T  S  L  L  G  F  F  L  P  L  F    
 
   241   ATCATCTGCCTTTGCTACCTCCTGATTGTTCTCAAGGTTAAATCCTCGGGTATGCGTGTC  300 
          I  I  C  L  C  Y  L  L  I  V  L  K  V  K  S  S  G  M  R  V    
 
   301   AACTCCAGCAAGAGCCGTCGATCTGAGAAGAGGGTCACACAGATGGTCGTGGTGGTGGTG  361 
          N  S  S  K  S  R  R  S  E  K  R  V  T  Q  M  V  V  V  V  V    
 
   361   GCGGTGTTTGTGCTCTGCTGGCTGCCATTTTACATCTTA  399   
          A  V  F  V  L  C  W  L  P  F  Y  I  L     
                                               
 
 
Abb.3.2 Nukleotid- und abgeleitete Teil-PULPlUVHTXHQ] dHV Eptatretus stouti-Klons 
Gezeigt ist die Teil-cDNA-Sequenz des Eptatretus stouti-Klons des amplifizierten G-Protein-gekoppelten 
Rezeptors mit einem offenen Leserahmen. Die Numerierung bezieht sich auf die Nukleotid-Sequenz.    
 
 
 
 
 
 
 
 
     1   GCGGTGAATGGGACAATCTGGGCAGTCTCCTTCTTGGTAGTCTTGCCAGTGGTGATTTTT  60 
          A  V  N  G  T  I  W  A  V  S  F  L  V  V  L  P  V  V  I  F  
 
    61   GCTAATGTGCAACGAGAGGGAGGAATCTGTAACATCATATGGCCAGAGCCAGCCAGAATC  120 
          A  N  V  Q  R  E  G  G  I  C  N  I  I  W  P  E  P  A  R  I  
 
   121   TGGGGAGCAGCATTTATCATCTACACTTCCACTGTTGGGTTTTTCTTTCCCCTGTTAGTC  180 
          W  G  A  A  F  I  I  Y  T  S  T  V  G  F  F  F  P  L  L  V 
 
   181   ATCTGCATGTGCTACCTCTTCATTGTGATCAAGATACGGAGCTCAGGAAAGAAGGTTCAT  240 
          I  C  M  C  Y  L  F  I  V  I  K  I  R  S  S  G  K  K  V  H  
 
   241   GCCACTTCAACCAAACGGCGCAAGTCGGAACGAAAGGTCACGCGAATGGTGGTGATAGTG  300 
          A  T  S  T  K  R  R  K  S  E  R  K  V  T  R  M  V  V  I  V  
 
   301   GTGGCAGTGTT.TTTTTTTGCTGGATGCCATTTTAC 
          V  A  V  ?  F  F  C  W  M  P  F  Y      
 
 
 
Abb. 3.3 Nukleotid- und abgeleitete Teil-PULPlUVHTXHQ] dHV Catostomus commersoni-Klons 
Gezeigt ist die Teil-cDNA-Sequenz des Catostomus commersoni-Klons des amplifizierten G-Protein-gekoppelten 
Rezeptors mit einem offenen Leserahmen. Die Numerierung bezieht sich auf die Nukleotid-Sequenz.   
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3.1.3 RT-PCR zur Amplifizierung des Somatostatin-lKQOLcKHQ RH]HSWRUV PLW cDNA aXV 

Drosophila melanogaster  

 

Um die cDNA eines m|glichen Somatostatin-lhnlichen Re]eptors aus Drosophila 

melanogaster zu amplifizieren, wurde aus der isolierten mRNA wie im Methodenteil (2.2.1.1) 

beschrieben eine RT-PCR durchgef�hrt. Alle Primerkombinationen Zurden bei einer 

Anlagerungs-Temperatur Yon 58 �C bei 33 Z\klen getestet. Nach einer Auftrennung �ber ein 

1 %iges Agarosegel (Abb. 3.4) zeigte die Spur 2 mit der Primerkombination SRF1/SRR1 

einige schwache Banden bei 200 bp, 300 bp und  500 bp, die Spur 4 mit der 

Primerkombination SRF2/SRR1 eine Bande bei ca. 500 bp, die Spur 6 mit der 

Primerkombination SRF1/SRR2 eine Bande bei ca. 550 bp und eine Bande bei 800 bp, die 

Spur 8 mit der Primerkombination SRF2/SRR2 eine Bande bei ca. 500 bp und einige Banden 

zwischen 200-400 bp.  

 

                                         M      1      2      3      4      5      6      7      8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4 PCR-Amplifikate mit den degenerierten Oligonukleotiden 
Amplifikation von Fragmenten eines putativen Somatostatin-lhnlichen Re]eptor-Gens mit den unterschiedlich 
kombinierten degenerierten Oligonukleotiden aus Drosophila-Kopf-cDNA. Auftrennung �ber ein 1 %iges 
Agarosegel. M:1 Kb Ladder (Molekulargewichtsstandard), 1: H2O-Kontrolle f�r Primerpaar SRF1/SRR1, 2: 
Primerkombination SRF1/SRR1, 3: H2O-Kontrolle f�r Primerpaar SRF2/SRR1, 4: Primerkombination 
SRF2/SRR1, 5: H2O-Kontrolle f�r Primerpaar SRF1/SRR2, 6: Primerkombination SRF1/SRR2, 7: H2O-
Kontrolle f�r Primerpaar SRF2/SRR2, 8: Primerkombination SRF2/SRR2. 
 

 

3.1.4 Sequenzanalyse der Amplifikate  

 



                                                                                                                ERGEBNISSE 
___________________________________________________________________________ 

 47 

Mit Hilfe der NCBI (National Center for Biotechnology Information) -Datenbank wurde eine 

Sequenzanalyse der PCR-Produkte durchgef�hrt. Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 2 

konnte nicht kloniert Zerden, so da� dieses Fragment nicht nlher anal\siert Zurde.  

Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 4 (Primerkombination SRF2/SRR1) zeigte eine 

bhnlichkeit Yon 95 % ]u einem genomischen Klon (Klon AG5R) aus Drosophila 

melanogaster. Dieser Klon zeigte jedoch keine bhnlichkeit ]u den GPCRs. Das Amplifikat 

aus der Spur 8 ]eigte eine bhnlichkeit Yon 95 % ]u dem Drosophila-Tachykinin-Rezeptor. 

Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 6 (Primerkombination SRF1/SRR2) zeigte einen 

offenen Leserahmen von 507 bp mit 169 Aminosluren (Abb. 3.5). Eine Anal\se �ber die 

NCBI-Datenbank ]eigte, da� diese Teilsequen] den mittleren Bereich der G-Protein-

gekoppelten Re]eptoren mit einer bhnlichkeit Yon 30-35 % auf Aminoslureebene abdeckt. 

Die h|chste bhnlichkeit ]eigte die Sequenz zu den Somatostatin-, Galanin- und Opioid-

Rezeptoren. Um nun die unbekannten Enden des G-Protein-gekoppelten Rezeptors aus 

Drosophila (Drosophila-GPCR)zu klonieren, wurde die RACE-Technik angewandt. 
 
 
 
 
 
           SRF1-Primer  
 
    1     TATTGGCCGTTCGGCAATGTGTGGTGCAAGTTTGTCCAGTACATGATTGTGGTTACGTGC     60 
           Y  W  P  F  G  N  V  W  C  K  F  V  Q  Y  M  I  V  V  T  C    
 
   61     CACTGCAGTGTTTACACGCTGGTGCTGATGTCCTTTGATCGCTTCCTGGCCGTCGTTCAT     120 
           H  C  S  V  Y  T  L  V  L  M  S  F  D  R  F  L  A  V  V  H    
 
  121     CCCGTGACTAGCATGTCCCTGCGAACGGAGCGCAATGCCACACTGGCCATCATGTGCGCC     180 
           P  V  T  S  M  S  L  R  T  E  R  N  A  T  L  A  I  M  C  A    
 
  181     TGGATAACGATTGTGACGACTGCGATTCCGGTGGCACTTTCGCACTCGGTGAGGATTTAT     240 
           W  I  T  I  V  T  T  A  I  P  V  A  L  S  H  S  V  R  I  Y    
 
  241     CAGTACCACGGAAATGCTGGCACCGCTTGCGTCTTTTCCACGGAGGAGGAGATCTGGAGT     300 
           Q  Y  H  G  N  A  G  T  A  C  V  F  S  T  E  E  E  I  W  S    
 
  301     CTCGTCGGTTTTCAGGTCTCATTCTTTCTATCGTCATATGTGGCACCATTGACGCTGATT     360 
           L  V  G  F  Q  V  S  F  F  L  S  S  Y  V  A  P  L  T  L  I    
 
  361     TGTTTCCTATATATGGGAATGCTGGCTCGTCTTTGGAAAAGTGCTCCTGGCTGCAAACCT     420 
           C  F  L  Y  M  G  M  L  A  R  L  W  K  S  A  P  G  C  K  P    
 
  421     TCCGCAGAGTCACGAAAGGGAAAAAGGCGCGTCACCCGAATGGTTGTTGTTGTCGTATTG     480 
           S  A  E  S  R  K  G  K  R  R  V  T  R  M  V  V  V  V  V  L    
 
  481     GCATTCGCCATCTGCTGGCTCCCGTTC     507 
           A  F  A  I  C  W  L  P  F    
 
                         SRR2-Primer      

 
 
 
 
Abb. 3.5 Nukleotid- und abgeleitete Teil-PULPlUVHTXHQ] dHV Drosophila melanogaster-Klons 
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Gezeigt ist die Teil-cDNA-Sequen] mit abgeleiteter Primlrsequen] (Einbuchstabencode) des amplifi]ierten 
Drosophila-G-Protein-gekoppelten Rezeptors. Die Numerierung bezieht sich auf die Nukleotid-Sequenz. Die 
degenerierten Primer sind auf der Sequenz mit Pfeilen gekennzeichnet. 
 

3.1.5 APSOLIL]LHUXQJ dHU 5¶-XQd 3¶-Enden durch die RACE-Technik 

 

F�r diese Technik Zurden die spezifischen Oligonukleotide Drosi1-, Drosi2-, Drosi3-, 

Drosi4- und Drosi6-Primer konstruiert und verwendet (Abb.3.6).  

 
 

 
 
Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Lage des RACE-Primers auf der Sequenz: 
Der blaue Balken reprlsentiert die vermutliche Sequenz des Drosophila-G-Protein-gekoppelten Rezeptors, die 
gelben Klstchen (I-VII) die Transmembrandomlnen, die nach links ]eigenden Pfeile die genspe]ifischen 
Oligonukleotide f�r die 5¶-RACE-PCR und die nach rechts zeigenden Pfeile die genspezifischen Oligonukleotide 
f�r die 3¶-RACE-PCR. 
 

Nach der Durchf�hrung der RACE-PCR wurde eine schwache Bande bei 800 bp im 

Agarosegel bei der 5¶-RACE-PCR (Abb.3.7) und ]Zei starke Banden auf der H|he Yon 560 

bp und 800 bp bei der 3¶-RACE-PCR (Abb.3.8) beobachtet. Um eine Sequenzanalyse 

durchf�hren ]u k|nnen, Zurden die Amplifikate des 5¶-RACE-Produktes in den Vektor 

pBluescript SK+ �ber die BamHI/SalI-Schnittstellen einkloniert. Die 3¶-RACE-Produkte 

wurden ebenfalls in den Vektor pBluescript SK+ �ber die Schnittstellen EcoRI/SalI 

einkloniert. 

 

 

 
Abb. 3.7 5¶RACE-Produkt Die cDNA aus Drosophila-K|pfen wurde mit 

spezifischen Primern amplifiziert und in einem 1 % 

5¶-RACE PCR-Produkt 

  M    1     2 

M1
3¶-RACE PCR-Produkt 

Drosi3 Drosi6 Drosi2 Drosi4

N- I II III IV V VI VII -C

Drosi1
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igen Agarosegel analysiert. M : O��/ Hind III 
Molekulargewichtsstandard, 1 : H2O-Kontrolle, 2 :  
Drosi1 / PCR-Anker-Primer-Kombination. 
Abb. 3.8 3¶RACE PURdXNW 
Analyse nach einer Amplifizierung von cDNA aus 
Drosophila-K|pfen  in einem 1 %igen Agarosegel. 

M : O�/ Hind III Molekulargewichtsstandard, 1 : 
Drosi4 / PCR-Anker-Primer-Kombination. 
 

Die Analyse der Sequen] des 5¶-RACE-Klons zeigte einen offenen Leserahmen von 462 bp 

mit 154 Aminosluren. Die erhaltene Sequen] ging �ber das potentielle Startkodon hinaus und 

enthielt im 5¶-untranslatierten Bereich ein in frame Stop-Triplett, so da� daYon ausgegangen 

werden konnte, da� es sich bei dem Methionin Zirklich um das Initiationskodon handelte. Am 

5¶-Ende befand sich ein 230 bp langer nicht kodierender Abschnitt. Die Analyse der Sequenz 

des 3¶-RACE-Klons ]eigte einen offenen Leserahmen Yon 291 bp mit 97 Aminosluren. Diese 

Region ist umgeben von einem 292 bp langen Bereich, wobei sich hier - nach dem Stopkodon 

- ein Polyadenylierungssignal befindet. In beiden RACE-Produkten konnte davon 

ausgegangen Zerden, da� ]umindest das 5¶- und das 3¶-Ende der kodierenden Region 

Yollstlndig Zar. 

 

3.1.6 Klonierung des gesamten offenen Leserahmens (ORF) 

 

Um nun die cDNA des aus  Drosophila-G-Protein-gekoppelten Re]eptors in Yoller Llnge ]u 

klonieren, wurden zwei spezifische Primer jeweils am Start- und am Stopkodon entworfen. 

F�r diese RT-PCR wurde die Vent-DNA-Pol\merase YerZendet, da diese �ber eine 

Exonuklease-AktiYitlt Yerf�gt und eine damit Yerbundene geringere Fehlerrate. 

 

Die Sequen]ierungsergebnisse ]eigten an ]Zei unabhlngigen Klonen (Klon 3, Klon 5) 

Mutationen gegen�ber der Konsensussequen], da� mit Hilfe mehrerer Sequen]Yergleiche der 

RACE-Produkte erstellt Zurde. F�r die Erstellung der Konsensussequen] Zurden mindestens 

vier unterschiedliche Klone aus der selben Ligation verglichen. Bei einer Basenabweichung 

innerhalb der Yier Klone Zurde die Sequen] ausgeZlhlt, Zelche bei drei Klonen identisch 

war. An dem Klon 3 wurde durch einen Basenaustausch an der Position 702 ein Cystein in ein 

Alanin mutiert. An dem Klon 5 wurde ebenfalls durch einen Basenaustausch an der Position 

847 ein Alanin in ein Valin mutiert. Da diese beiden Klone �ber die gleichen 

Restriktionsschnittstellen Yerf�gten, konnten die Bereiche mit den Mutationen ausgeschnitten 

und die mutationsfreien Bereiche zu einem fehlerfreien Gesamtfragment ligiert werden. 
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3.1.7 Charakterisierung des Drosophila-GPCRs 

 

Die Sequen]ierungsergebnisse ]eigten einen offenen Leserahmen Yon 1182 bp, der f�r ein 

Protein Yon 394 Aminosluren mit einem kalkulierten MolekulargeZicht Yon 43.2 kD kodiert. 

Umgeben ist dieser Bereich Yon einem 231 bp umfassenden 5¶-und einem 411 bp langen 3¶-

Bereich. Die Primlrsequen] des Drosophila-GPCR-Klons weist verschiedene 

Konsensussequen]en f�r m|gliche Proteinmodifikationen auf. 

 

So befindet sich an den Asparagin-Resten 28, 36, 57 entsprechend der Konsensussequenz [N-

X-S/T] die M|glichkeit einer Gl\kos\lierung (Kornfeld und Kornfeld, 1985). DesZeiteren 

gibt es an den Aminoslure-Positionen 184, 187, 214, 282 und 379, den Konsensussequenzen 

[(S/T)-X-(K/R)] entsprechend, die M|glichkeit einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C 

(Woodgett et al., 1986), an der Aminoslure-Position 287 durch Proteinkinase A mit der 

Konsensussequenz [R-X-(S/T)]. Am C\steinrest 364 besteht hier die M|glichkeit einer 

Palmito\lierung (O�DoZd et al., 1989). Ein Vergleich der Primlrsequen] des Drosophila-

Klons mit der Genbank ergab eine deutliche Zuordnung in die Familie der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren.  

 

Als Zeitere EYiden] f�r diese Zuordnung diente eine H\dropathieanal\se (K\te und Doolittle, 

1982), spe]iell f�r Membranproteine nach Heijne (Heijne, 1987). Nach Kyte und Doolittle 

sollten Sequen]bereiche, die sich in einer Membran befinden, einen H\drophobi]itltsinde[ 

von mindestens +1,6 erreichen. Da dieser Wert in sieben Sequenzabschnitten von je 21-25 

Aminosluren Llnge bei dem Protein erreicht Zurde, lie� sich die f�r G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren typische Struktur annehmen, bei der das Protein sieben mal die Plasmamembran 

durchspannt. 
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GCCAAATGTCNAAGGTGGGNGTGNCCGTGGGCGTNCCCGCAACAAGCAAATGCGAGAAGCCAANCAATAGAGNCAGAGTCATC 
CAATTAGAAAGGCCNTACAGAATCGAATAATATATATACTCATATATATATATATTTGAGCACGATAGGGATCTCTGTCAAG 
 
 
 
ATGGCTGGCCATCAGTCGCTGGCACTTTTGTTGGCCACGCTAATTAGCAGCTGGCCAAAAGCCTCTTGGGGCGCCACTGGA 
 M  A  G  H  Q  S  L  A  L  L  L  A  T  L  I  S  S  W  P  K  A  S  W  G  A  T  G 
 1                                                                             27 
AACGGTAGTATCATAAGCGTTAGCAACAGCAGTGGCAACAACTATGCATTCACCTCGGAACACACGGATCATTCGGATCAC 
 N  G  S  I  I  S  V  S  N  S  S  G  N  N  Y  A  F  T  S  E  H  T  D  H  S  D  H  
 28                                                                            54 
AATGCCAACGACTCCATGGAATATGATGCAGAGAGTGTGGCCCTCGAACGGATCGTATCCACAATAGTTCCCGTATTCTTT 
 N  A  N  D  S  M  E  Y  D  A  E  S  V  A  L  E  R  I  V  S  T  I  V  P  V  F  F 
 55                                                                            81 
GGCATTATCGGATTCGCAGGACTTTTGGGCAATGGTCTGGTTATTCTGGTGGTTGTGGCCAACCAGCAGATGCGCTCCACC 
 G  I  I  G  F  A  G  L  L  G  N  G  L  V  I  L  V  V  V  A  N  Q  Q  M  R  S  T 
 82                                                                           108 
ACCAATCTGCTGATAATCAACCTGGCCGTCTCGGACATTCTGTTCGTCATCTTCTGTGTCCCGTTCACGGCTACCGATTAC 
 T  N  L  L  I  I  N  L  A  V  S  D  I  L  F  V  I  F  C  V  P  F  T  A  T  D  Y  
 109                                                                          135 
GTGCTGCCGGAGTGGCCGTTTGGCAATGTGTGGTGCAAGTTTGTCCAGTACATGATTGTGGTTACGTGCCACTGCAGTGTT 
 V  L  P  E  W  P  F  G  N  V  W  C  K  F  V  Q  Y  M  I  V  V  T  C  H  C  S  V  
 136                                                                          162 
TACACGCTGGTGCTGATGTCCTTTGATCGCTTCCTGGCCGTCGTTCATCCCGTGACTAGCATGTCCCTGCGAACGGAGCGC 
 Y  T  L  V  L  M  S  F  D  R  F  L  A  V  V  H  P  V  T  S  M  S  L  R  T  E  R    
 163                                                                          189 
AATGCCACACTGGCCATCATGTGCGCCTGGATAACGATTGTGACGACTGCGATTCCGGTGGCACTTTCGCACTCGGTGAGG 
 N  A  T  L  A  I  M  C  A  W  I  T  I  V  T  T  A  I  P  V  A  L  S  H  S  V  R    
 190                                                                          216 
ATTTATCAGTACCACGGAAATGCTGGCACCGCTTGCGTCTTTTCCACGGAGGAGGAGATCTGGAGTCTCGTCGGTTTTCAG 
 R  I  Y  Q  Y  H  G  N  A  G  T  A  C  V  F  S  T  E  E  E  I  W  S  L  V  G  F 
 217                                                                          243 
GTCTCATTCTTTCTATCGTCATATGTGGCACCATTGACGCTGATTTGTTTCCTATATATGGGAATGCTGGCTCGTCTTTGG 
 Q  V  S  F  L  S  S  Y  V  A  P  L  T  L  I  C  F  L  Y  M  G  M  L  A  R  L  W 
 244                                                                          270 
AAAAGTGCTCCTGGCTGCAAACCTTCCGCAGAGTCACGAAAGGGAAAAAGGCGCGTCACCCGAATGGTTGTTGTTGTCGTA 
 K  S  A  P  G  C  K  P  S  A  E  S  R  K  G  K  R  R  V  T  R  M  V  V  V  V  V  
 271                                                                          297 
TTGGCATTCGCCATCTGTTGGCTGCCCATTCATGTCATCCTCGTGCTAAAGGCACTGAATCTATATGGCGGCAGCCACTTA 
 L  A  F  A  I  C  W  L  P  I  H  V  I  L  V  L  K  A  L  N  L  Y  G  G  S  H  L  
 298                                                                          324 
TCGGTCATTATTCAGATTATATCCCATGTGGTGGCGTACACGAATTCGTGCATCAATCCGATACTGTATGCCTTTCTATCC 
 S  V  I  I  Q  I  I  S  H  V  V  A  Y  T  N  S  C  I  N  P  I  L  Y  A  F  L  S  
 325                                                                          351 
GACAACTTTCGCAAGGCATTCCGCAAGGTGGTCTGGTGTGGAAGTCCGCCACCTTTGATGACCAATCAACAGGTGACCAAG 
 D  N  F  R  K  A  F  R  K  V  V  W  C  G  S  P  P  P  L  M  T  N  Q  Q  V  T  K  
 352                                                                          378 
ACAACGCGAACTGCAACCGGAAACGGAACGTCCAATATTGAAATGCTCTAA 
 T  T  R  T  A  T  G  N  G  T  S  N  I  E  M  L  * 
 379                                         394 
 
 
 
GCGGCTCTTGAAAGTAAACTAATTTGAGATGGTCACAACATTTTTGAAGGCGACTTACAAACTCGAAACAGAAAATATGAAT 
TTAAAACAAACAAAGAACAAAGAAAACATAAAAACGCGGCGCATATAAGTTAACTTTAGTGTATATATAGTAAACAATGTAT 
GTCTATGAGGAGAATATAATTTTCCGAATTATGAAATGTGATTGTTTTGATAGTTTAAAATGTGTACGCATTATTTCACTAA 
GAATAAGACAACCGAAAAGGTATATTATAAACACGCATATATTCTACGTTAAATTTTAATACGACTGGTTTCTTTTTAAACA 
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TTGAGCGCCGTGTAAGTTGCATTTGTGGCCTANAACTTAAGTATTTAACATAATAAATTTAAAATTTAATTTTTCCAAAAAT 
 
 
 
Abb. 3.9 Nukleotid- XQd abJHOHLWHWH PULPlUVHTXHQ] dHV G-Protein-gekoppelten Rezeptors aus Drosophila 
Gezeigt ist die cDNA-Sequen] mit abgeleiteter Primlrsequen] (Einbuchstabencode) des isolierten G-Protein-
gekoppelten Re]eptors aus Drosophila melanogaster. An den Seiten ist die Aminosluresequen] numeriert. 
Mutma�liche Transmembrandomlnen sind in  t�rkisfarbener Schrift gekenn]eichnet. M|gliche 
Gl\kos\lierungsstellen sind durch  rote Schrift gekenn]eichnet,  hellgr�n die Phosphor\lierungsstelle f�r die 
Proteinkinase C,  blau die Phosphor\lierungsstelle f�r die Proteinkinase A, grau die Palmito\lierungsstelle und 
rosa f�r das Pol\ A-Signal. 
3.1.7.1 GHQRPLVcKH SWUXNWXUaXINOlUXQJ dHV Drosophila-GPCRs 

 

Ein Vergleich der Primlrsequen] des Drosophila-Klons mit der Äfl\base³-Datenbank des 

NCBI ergab, da� die bekannte mRNA-Sequenz des Rezeptors sich in mehreren Fragmenten in 

einem genomischen Klon befindet. Dieser genomische Klon ist im Rahmen des Drosophila 

Genom Projektes (European Drosophila Genome Project) als Cosmid 121E (Zugangsnummer 

AL024454) ]uglnglich gemacht Zorden. Die bekannte mRNA-Sequenz verteilt sich auf 11 

Exons und 28 Kb, wobei die kodierende Region sich auf 8 Exons verteilt (Abb. 3.10). 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10 Genomische Struktur des Drosophila-GPCR-Gens 
Gezeigt ist die genomische Struktur des Drosophila-GPCR-Gens. Die roten Boxen (Exons) mit dem roten Balken 
(Introns) reprlsentieren das Gen. Die rot geschriebenen Buchstaben mit den Zahlen reprlsentieren die 
Numerierung der E[ons.   Der gr�ne Balken mit den gr�nen Bo[en stellt die Position der kodierenden Region 
mit den sieben Transmembrandomlnen dar. An den Enden sind  die 5¶ -und 3¶-untranslatierten Regionen (UTR) 
dargestellt.  
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3.1.7.2 Northern-Blot-Analyse  

 

Um die Gr|�e des Transkriptes und die 

Expression im Gewebe feststellen zu 

k|nnen, Zurde eine Northern-Blot-Analyse 

(siehe 2.2.1.3) durchgef�hrt. Daf�r Zurde 

Poly(A)+-RNA aus Drosophila-K|pfen, 

die nach 2.2.1.1 isoliert worden war, 

benutzt. Als cDNA-Sonde diente die nach 

2.2.1.1 32P-markierte Yollstlndige cDNA 

des Drosophila-GPCR-Klones. Es wurde 

eine ein]ige Bande mit einer Gr|�e Yon 

3.7 kb detektiert. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.11 Northern-Blot-Analyse 
Die ge]eigte Spur beinhaltete 5�g Pol\(A)+-RNA 
aus Drosophila-K|pfen. 

 

 

 

 

3.1.7.3 Genexpressionsanalyse des Drosophila-GPCRs in unterschiedlichen Geweben 

sowie Entwicklungsstadien 

 

Um die Genexpression in verschiedenen Geweben und verschiedenen Entwicklungsstadien zu 

untersuchen, wurde eine RT-PCR-Anal\se durchgef�hrt. Als Primerpaar dienten die Primer 

Drosi.ATG/Drosi.7, die f�r die Amplifi]ierung der Yollen Llnge des Drosophila-GPCR 

YerZendet Zurden. Es konnte in allen EntZicklungsstadien (au�er im Embr\onalstadium) 

soZie im Kopf und K|rper eine E[pression festgestellt werden. Durch die Aktin-Kontrolle 

3.7 kb

4.4 kb

2.37 kb

1.35 kb
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konnte beZiesen Zerden, da� die Qualitlt der cDNA Zlhrend der Aufarbeitung nicht 

beeintrlchtigt Zurde. So konnte in allen EntZicklungsstadien und GeZeben Aktin 

nachgewiesen werden. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                               1300 bp                                                                                   Rezeptor                          
 
 
 
                                 350 bp                                                                               Aktin-Kontrolle                                
 
 
 
Abb. 3.12 Vorkommen von Drosophila-GPCR in verschiedenen Enwicklungsstadien und Geweben 
Jede der dargestellten Spuren enthielt 10�l (siehe 2.2.2.1) einer mit 33 Z\klen durchgef�hrten RT-PCR, in die 
10% einer nach 2.2.1.4 gewonnenen gewebespe]ifischen cDNA eingeset]t wurden. Auftrennung �ber ein 1 %iges 
Agarosegel. M: O/HindIII (Molekulargewichtsstandard), 2: H2O-Kontrolle, 3: Drosophila Embryonalstadium, 4: 
Drosophila Larvalstadium, 5: Drosophila Larvalstadium/Aktin-Kontrolle, 6: Drosophila Puppenstadium, 7: 
Drosophila Puppenstadium/Aktin-Kontrolle, 8: Drosophila K|rper, 9: Drosophila K|rper/Aktin-Kontrolle, 10: 
Drosophila Kopf, 11: Drosophila Kopf/Aktin-Kontrolle  
 

 

3.2 Pharmakologische und funktionelle Charakterisierung des Drosophila-GPCRs 

 

Nach der Klonierung des Drosophila-GPCRs stellte sich die Frage, welcher Agonist an den 

Drosophila-GPCR bindet. Zur funktionellen Charakterisierung von Rezeptoren, die von einer 

gegebenen cDNA kodiert werden, ist das Xenopus-Oozyten-System gut geeignet. Da der 

Drosophila-GPCR eine bhnlichkeit ]um Somatostatin-Rezeptor zeigt, wurde davon 

ausgegangen, da� der SignaltransduktionsZeg auch derselbe Zie der des Somatostatin-

Re]eptors sein k|nnte. Die SSTR-Subtypen (SSTR2-SSTR5) wurden mit der Untereinheit des 

einZlrts gerichteten Kalium-Kanals (GIRK, G-protein gated inwardly rectifying potassium 

channel) in den Xenopus-Oozyten koexprimiert. Diese Rezeptoren koppeln alle an das G-

Protein der Gi/Go-Klasse, welches Pertusistoxin- sensitiv ist. Durch die Aktivierung des 

GIRK-Kanals f�hrt es da]u, da� das Somatostatin eine H\perpolarisation der Zellmembran 
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bewirkt. Bei Agonisten-Zugabe dissoziiert das G-Protein in seine D- und EJ-UE, die D -UE 

steuert die AktiYitlt Yon Äsecond messenger³ er]eugenden En]\men, und die EJ-UE steuert 

die AktiYitlt Yerschiedener Ionenkanlle (].B. GIRK-Kanal). Der letzte Schritt der 

Signaltransduktionskaskade f�hrt ]u einem einZlrts gerichteten Membranstrom, der 

elektroph\siologisch me�bar ist. 

 

Somit Zurde Yersucht, �ber das Xenopus - Oo]\tens\stem den unbekannten Agonisten f�r 

den Drosophila-GPCR ]u finden. F�r die funktionelle Expression des Drosophila-GPCRs in 

Xenopus-Oozyten wurde die in vitro transkribierte RNA des Drosophila-GPCRs sowie des 

GIRK-Kanals in die Xenopus-Oo]\ten koinji]iert. Der funktionelle NachZeis erfolgte �ber 

die ÄYoltage clamp³, Me�methode. 

 

Die Messungen erfolgten wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Um eine geeignete Wahl von 

]u testenden Liganden f�r den Drosophila-GPCR zu treffen, wurde versucht, aus den 

bisherigen Untersuchungsdaten Anhaltspunkte zu erkennen. Da der Drosophila-GPCR die 

h|chste bhnlichkeit ]u den Galanin-, Somatostatin- und Opioid-Rezeptoren zeigte, wurden 

Somatostatin 14, Somatostatin 28, Galanin, Met-Enkaphalin, Leu-Enkaphalin, sowie das 

insektenspezifische Peptid Proktolin zusammengestellt und den Oozyten in einer 

Konzentration von 1x10-6M appliziert. Alle applizierten Peptide konnten den Drosophila-

GPCR nicht aktiYieren und belegten eindeutig, da� es sich bei dem Drosophila-GPCR nicht 

um ein Somatostatin-, Opioid- oder ein Galanin-Rezeptor handelte (Abb. 3.13). Nun war die 

Frage, ob der Drosophila-GPCR �ber Inositoltriphosphat (IP3) den SignaltransduktionsZeg 

ausl|st. Wenn das der Fall ist, Z�rden bei der LigandenaktiYierung die oo]\teneigenen G-

Proteine die Freisetzung von Ca++-Ionen aus intra]ellullren Speichern mit Hilfe des 

Inositoltriphosphates beZirken. Dieses Z�rde Ziederum membranstlndige Chloridkanlle 

aktiYieren. Im let]ten Schritt der Signaltransduktion Z�rde dies da]u f�hren, da� ein einZlrts 

gerichteter Membranstrom flie�t, der elektroph\siologisch me�bar ist. Bei dieser Messung 

wurden die Liganden in ND 96 aufgenommen und so den Oozyten appliziert. Hierbei konnte 

ebenfalls kein Strom gemessen werden.  
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Abb.  3.13 Funktionelle Expression des 
Drosophila-GPCRs in Xenopus-Oozyten 
Eine Koinjektion der Drosophila-GPCR-cRNA 
mit der GIRK-cRNA wurde zur funktionellen 
Expression in die Xenopus-Oozyten injiziert. 
Nach einer 2-tlgigen Inkubation in 
modifiziertem Barth-Puffer wurde bei einem 
konstanten Potential von ±70mV 
elektrophysiologisch mit der Standard-2-
Elektroden-Voltage-Clamp-Technik gemessen. 
Applizierte Peptide sind Somatostatin 14, 
Somatostatin 28, Leu-Enkaphalin, Met-
Enkaphalin, Galanin sowie Proktolin. 

Die applizierten Peptide aktivierten nicht den Drosophila-GPCR. Es ist bekannt, da� die 

Somatostatin-Rezeptor-Subtypen im Xenopus-Oozyten-System erfolgreich exprimiert werden. 

Daher wurde der Aminoterminus des Somatostatin-Rezeptor-Subtypes 2 aus der Ratte zur 

Chimlrer-Konstruktion YerZendet. Somit Zurde der chimlre Drosophila-GPCR so wie im 

Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben mit Hilfe mehrerer PCR-Reaktionsschritte amplifiziert. 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.14 Schematische Darstellung der Drosophila-GPCR-CKLPlUH 
Die ge]eigte Struktur beruht auf H\dropathieanal\sen. Der chimlre Re]eptor wurde so konstruiert, da� er am 
Aminoterminus bis ]ur ersten Transmembrandomlne aus dem SSTR2-Rezeptor der Ratte (braun) und ab der 
ersten Transmembrandomlne aus dem Drosophila-GPCR besteht (blau).  
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Dieser chimlre Drosophila-GPCR beinhaltet den SSTR2-Aminoterminus bis zur ersten 

Transmembrandomlne und ab der ersten Transmembrandomlne den Drosophila-GPCR (Abb. 

3.14). Nach der in vitro Transkription des chimlren Re]eptors und Koinjektion mit dem 

GIRK-Kanal in die Xenopus-Oozyten konnte ebenfalls durch die applizierten Peptide (SST 

14, SST 28, Leu-Enkaphalin, Met-Enkaphalin, Galanin, Proctolin) keine Stimulation des 

Rezeptors beobachtet werden. 

 

 

 

Weil die oben erZlhnten getesteten Peptide den chimlren Drosophila-GPCR nicht aktivierten 

und der Ligand auf diese Weise nicht identifiziert werden konnte, wurde beschlossen, erst mal 

]u �berpr�fen, ob es �berhaupt einen Liganden f�r diesen Drosophila-GPCR gibt. Dazu 

wurde aus Drosophila-K|pfen ein Peptidrohe[trakt, Zie im Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben, 

hergestellt. Es Zurde eine Verd�nnungsreihe in HK erstellt, 2 ml der Verd�nnung Zurde an 

die Xenopus-Oozyten appliziert. So wie in Abb. 3.15 (A) zu sehen ist, wurde bei einer 

Verd�nnung  Yon 1:9000 ein Strom Yon 70 nA, bei einer Verd�nnung Yon 1:8000 ein Strom 

Yon 80 nA und bei einer Verd�nnung Yon 1:7000 ein Strom von 160 nA gemessen. Um dieses 

Ergebnis ]u Yerifi]ieren, ist parallel ein Kontrolle[periment durchgef�hrt Zorden. Beim 

Kontrollexperiment wurden die Oozyten nur mit der cRNA des GIRK-Kanals injiziert. Bei 

Zugabe des Peptidrohextraktes sollte also kein Signal zu messen sein. Aus der 

Verd�nnungsreihe des Drosophila-Peptidrohextraktes wurden jeweils 2 ml appliziert. So wie 

in Abb. 3.15 (B) zu sehen ist, wurde kein Strom gemessen. Diese Ergebnisse wiesen deutlich 

darauf hin, da� der natiYe Ligand des Drosophila-GPCRs sich in dem Peptidrohextrakt 

befand. 
 
 
A                                                                                                                     B 
 
 
 

1:
70

00

1:
80

00

1:
90

00

HK

ND 96

180 s

80
 n

A

180 s

80
 n

A

1:
70

00

1:
80

00

HK

ND 96



                                                                                                                ERGEBNISSE 
___________________________________________________________________________ 

 58 

 
 
 
Abb. 3.15 DaUVWHOOXQJ dHU SWURPIOX�NXUYH HLQHU OR]\WH, ZHOcKH PLW Drosophila-GPCR und dem GIRK-
Kanal (A) oder mit GIRK allein (B) injiziert wurde 
Appli]iert wurde eine Verd�nnung von 1:7000, 1:8000 und 1:9000 des Drosophilakopf-Peptidrohextraktes in 
HK. Ein Strom von 70 nA, 80 nA und 160 nA wurde gemessen (A). Bei der GIRK allein injizierten Oozyte wurde 
ebenfalls eine Verd�nnungsreihe appli]iert. Wie ]u sehen ist, konnte kein Strom gemessen werden (B). 
 
 
 

3.2.1 Erste Aufreinigung des Peptidrohextraktes mit der MonoS-IRQHQaXVWaXVcKHUVlXOH 

 

Nachdem eine AktiYitlt in dem Peptidrohe[trakt aus Drosophila-K|pfen gemessen Zerden 

konnte, wurde beschlossen, den Liganden aus dem Rohextrakt zu reinigen. Der erste 

Aufreinigungsschritt  wurde mit der MonoS-Ionenaustauscherslule durchgef�hrt. Bei dieser 

Chromatographieart werden Proteine aufgrund unterschiedlicher elektrostatischer 

WechselZirkungen mit dem Slulenmaterial getrennt. Als L|sungsmittel Zurden 10 mM 

NH4COO in 10 % Methanol (Puffer A) und 1 M NH4COO in 10 % Methanol (Puffer B) 

YerZendet. Nach der Elution Zurde die AktiYitlt der ein]elnen Fraktionen in den Oozyten 

getestet. 
 
 
Abb. 3.16 Aufreinigung des Peptidrohextraktes 
aus Drosophila-K|SIHQ PLW dHU MRQRS-
IRQHQaXVWaXVcKHUVlXOH  
Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechts) nach der 
Fraktionierung des Peptidrohextraktes aus 
Drosophila-K|pfen �ber eine MonoS-
Ionenaustauscherslule. Als L|sungsmittel wurden 
10 mM NH4COO in 10 % Methanol (Puffer A) und 
1 M NH4COO in 10 % Methanol (Puffer B) 
verwendet. Die unterbrochene Linie kennzeichnet 
den Gradienten des Chromatogramms. Die 
Detektion erfolgte  bei 280 nm und die Fraktionen 
wurden von Hand gesammelt. Der gr�ne Balken 
�ber den Fraktionen 22 und 23 ]eigt die aktiven 
Fraktionen an. Unten wurde die Aktivitltsmessung 
in den Xenopus-Oozyten bei einem konstanten 
Potential von ±70 mV elektrophysiologisch mit der 
Standard-2-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik 
gemessen. Appliziert wurde 1/20 des 

Gesamtvolumens in 1.5 ml HK. 
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Die gesammelten Fraktionen wurden dabei wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben behandelt und 

gemessen.  So  wie  in  Abb. 3.16 (unten)  zu  sehen  ist, wurde  mit der Fraktion 22 eine 

AktiYitlt Yon 65 nA und mit der Fraktion 23 eine AktiYitlt Yon 40 nA gemessen.  

 

3.2.2 Weitere Aufreinigung der Fraktionen 22 und 23 mit Hilfe der reverse phase-HPLC 

(C18-SlXOH)  

 

Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt und Zeiter �ber die reYerse phase HPLC 

aufgereinigt (Abb. 3.17, rechts). Hier]u mu�te das Methanol aus den Fraktionen mit Hilfe der 

Speed-Vac abgezogen werden. Die Pol\peptide Zurden in einem polaren L|sungsmittel 

(Puffer A =  0.1% TFA in H2O) auf die Slule aufgetragen. Aufgrund h\drophober 

Wechselwirkungen binden die Peptide an die Kohlenwasserstoffketten (C18). Die Elution der 

Peptide erfolgte durch kontinuierliche Erh|hung der Kon]entration des organischen 

L|sungsmittels (Puffer B = 0.1 % TFA in Acetonitril). 
 
 
Abb. 3.17 Weitere Aufreinigung der Fraktionen 
22 XQd 23 �bHU HLQH UHYHUVH-phase-HPLC (C18-
SlXOH)  
Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechst) nach der 
Fraktionierung der Polypeptide 22 und 23 aus der 
MonoS-Ionenaustauscherslule. Der Gradient 
wurde als unterbrochene Linie dargestellt. Die 
Detektion der Peptide erfolgte durch Messung der 
UV-Absorption bei 215 nm. Die Fraktionen wurden 
per Hand gesammelt. Die Aktivitltsmessung 
(unten) der Fraktionen aus der revese phase-HPLC 
wurde so wie bei Abb. 3.16 beschrieben gemessen. 
Der Hauptteil der Aktivitlt befindet sich in 
Fraktion 22/52. 
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Nach der Fraktionierung der Pol\peptide erfolgte eine AktiYitltsmesssung in den Xenopus-

Oozyten. So wie in Abb. 3.17 (unten) zu sehen ist, konnte mit der Fraktion 22/52, eine 

AktiYitlt Yon 180 nA gemessen Zerden.  

 

3.2.3 Weitere Aufreinigung der aktiven Fraktion mit Hilfe der reverse phase HPLC (C8-

SlXOH)  

 

Die aktive Polypeptid-Fraktion 22/52 Zurde �ber drei Zeitere reYerse phase HPLC Slulen 

aufgereinigt. Zuerst wurde die Polypeptid-Fraktion mit der C4-Slule und ]ulet]t ]Zeimal mit 

der C8-Slule gereinigt (Abb. 3.18, rechts). Die AktiYitltsmessung erfolgten mit Hilfe Yon 

Xenopus-Oo]\ten. Die Durchf�hrung der HPLC erfolgte Zie im Abschnitt 3.2.2 beschrieben.  

 
 
 
Abb. 3.18 Weitere Aufreinigung der aktiven 
FUaNWLRQHQ �bHU HLQH UHYHUVH SKaVH HPLC (C8-
SlXOH)  
Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechts) nach der 
Fraktionierung der aktiven Polypeptide 
22/52/23/16 aus der reverse phase HPLC (C8-
Slule). Die Elution der Peptide erfolgte durch 
kontinuierliche Erh|hung des organischen 
L|sungsmittels (Puffer B = 0.1 % TFA in 
Acetonitril). Der Gradient wurde als unterbrochene 
Linie dargestellt. Die Detektion der Peptide 
erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 215 
nm. Die Fraktionen wurden per Hand gesammelt. 
Die Aktivitltsmessung der Fraktionen aus der 
reverse phase HPLC (C8-Slule) wurde wie in Abb. 

3.15 beschrieben in Xenopus-Oozyten 

durchgef�hrt. 
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So wie in Abb. 3.18 (unten) zu sehen ist, konnte in der Fraktion 22/52/23/16-14 eine AktiYitlt 

von 180 nA gemessen werden. Der gesuchte native Ligand des Drosophila-GPCRs befand 

sich also in dieser Fraktion. Der nlchste Schritt Zar nun, das Peptid ]u sequen]ieren und ]u 

charakterisieren. Da am Ende der Reinigung nur wenig Material ]ur Verf�gung stand, konnte 

die Reinheitsanal\se und Sequen]ierung nur mit der matri[unterst�t]ten Laser-

Desorptions/Ionisations-Technik (Maldi-MS) durchgef�hrt Zerden, da sie Zesentlich 

empfindlicher als der Edman-Abbau ist.  

 

3.2.4 Peptidanalyse PLWWHOV PaWUL[XQWHUVW�W]WHU LaVHU-Desorptions/Ionisations-Technik 

(MALDI)  

 

Die MALDI-Anal\se Zurde im Institut f�r Chemie-Biochemie in der Freien UniYersitlt 

Berlin Yon Dr. C. Weise durchgef�hrt. Hier]u m|chte ich einige Grundprin]ipien der 

Me�technik erllutern. Bei einem TOF- Massenspektrometer wird ein gepulster Ionenstrahl 

erzeugt und die Ionenflugzeit zwischen Quelle und Detektor gemessen. Der Puls eines UV- 

oder eines IR-Lasers desorbiert und ionisiert die Probe und startet die Zeitmessung. Da die 

Flug]eit proportional der Wur]el aus der Ionenmasse ist, ll�t sich die gemessene 

Zeitdifferen] direkt in die Masse umrechnen. F�r TOF-Anal\satoren Zerden hauptslchlich 

sog. Reflektor-TOF (reTOF)-Instrumente verwendet. Mit einem Reflektor kann in gewissen 

Gren]en erreicht Zerden, da� Ionen mit gleicher Masse und unterschiedlicher Energie ]ur 

gleichen Zeit den Detektor erreichen. Diese Fokussierung erh|ht die Aufl|sung der 

Massenspektren und Yerbessert die Prl]ision der Massenbestimmung im unteren 

Massenbereich bis etwa 5000 Da.  

Abb.  3.19 Schematischer Aufbau eines Reflektron-TOF-Analysators  
In der Ionenquelle gebildete Fragmente werden wie Molek�lionen nachgewiesen. Die metastabilen Fragmente, 
die sich auf der Flugstrecke zwischen der Beschleunigungslinse und dem Reflektor bilden, k|nnen durch 
stufenweises Absenken des Reflektorpotentials detektiert werden.  
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Bei der matri[unterst�t]ten Laserdesorption/-ionisation wird die Probe mit einem 103-104 

fachen hberschu� der Matri[substan] (hier]u Zurde die D-Cyano-4-h\dro[\]imtslure 

verwendet) vermischt auf das Target aufgetragen und bestahlt. Bei dieser Variante hat die 

Matri[ mehrere Funktionen: hber ihre hohe Absorption bei der eingestrahlten Wellenllnge 

absorbiert die Matrix Energie aus dem Laserpuls, durch ihre Absorptionscharakteristik und 

durch ihre Prlsen] in hohem hberschu� gegen�ber der Probe sch�t]t sie diese Yor 

photol\tischer Zerset]ung. Zudem �bertrlgt sie die ]ur Desorption notZendige Energie auf 

die Probe, sie stellt die f�r die Ionisierung notZendigen Protonen ]ur Verf�gung und sie 

redu]iert die WechselZirkung der Probenmolek�le untereinander soZie mit der 

Metalloberfllche des Targets.  

 

 

 
 
Abb. 3.20 Massenspektroskopie des aufgereinigten Peptids 
Gezeigt ist das Massenspektrum des aufgereinigten Peptids aus der reverse phase HPLC (C8-Slule) der 
Fraktion 22/52/23/16-14. Das Molekulargewicht des aufgereinigten Peptids betrlgt 925.49 Da. Die beiden 
Peaks rechts neben dem Hauptpeak sind Natrium- bzw. Kalium-Addukte.  
 

 

Die Abb. 3.20 zeigt einen sauberen Hauptpeak mit zwei kleinen Nebenpeaks. Das 

MolekulargeZicht des Peptids betrlgt 925.48 Da. Das Peptid Zar also frei Yon 

Verunreinigungen. Die Sequenzierung erfolgte durch MALDI-PSD (post-source decay)- 

Spektren. Durch die begrenzten Fokussierungseigenschaften eines Ionenreflektors bedingt 

mu� ein komplettes MALDI-PSD-Spektrum abschnittsZeise aufgenommen Zerden. F�r ein 

komplettes MALDI-PSD-Spektrum m�ssen etZa 10 Teilspektren aufgenommen und 

anschlie�end kombiniert Zerden. F�r diesen ZZeck stehen Yollstlndige Software-Programme 

]ur Verf�gung.  
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Abb. 3.21 Nomenklatur bei der Entstehung der Fragmentierungsreaktion 
Die gezeigten C-terminalen Fragmente sind die X-, Y- und Z-Fragmente, die dargestellten N-terminalen 
Fragmente die A-, B- und C-Fragmente 
 

 

 

Die AusZertung dieser Sequen]anal\se ist folgenderma�en:  

Die in der Ionenquelle gebildeten Fragmente auf der Flugstrecke zwischen 

Beschleunigungslinse und dem Reflektor werden durch das stufenweise Absenken des 

Reflektorpotentials detektiert (Abb. 3.19). Die Fragmentierungsreaktion bei Peptiden treten 

vor allem an den Bindungen entlang der Peptidkette auf, die in drei verschiedenen 

Bindungsarten eingeteilt Zerden k|nnen (Abb. 3.21): Die Yom Carbon\l-Kohlenstoff 

ausgehende C-C-Bindung, die vom Carbonyl-Kohlenstoff ausgehende C-N-Bindung 

(Peptidbindung) und die weitere vom Amid-Stickstoff ausgehende N-C-Bindung. Verbleibt 

bei der Spaltung die Ladung am N-terminalen Fragment, so werden die entsprechenden 

Fragmente als A-, B- bzw. C-Typ klassifiziert, verbleibt die Ladung am Carboxyterminus, so 

werden die Fragmente entsprechend als X-, Y- und Z-Fragmente bezeichnet. Ist der 

Bindungsbruch Yon einer Wasserstoff�bertragung begleitet, so Zird jedes �bertragene H-

Atom mit einem Strich symbolisiert und zwar auf der linken Seite f�r einen Verlust und auf 

der rechten Seite f�r ein ]uslt]liches H-Atom. Die Fragmentserien werden untereinander mit 

den Nachbarspektren verglichen und ausgewertet. Die Differenz der Masse zwischen den 

Nachbarspektren entspricht einem Aminoslurerest. 
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Abb. 3.22 Peptid-Sequenzanalyse durch Maldi 

Ge]eigt sind relevante Peaks ]ur Aufstellung der Aminosluresequen] des aufgereinigten Peptids. Die Peaks 
geben die Aminoslurereste an. Die b- und die y-Fragmentserien entsprechen der Spaltung der Peptidbindung 
und der Ausbeute des N- und Carboxyterminus. Die Anwesenheit eines Tyrosinrestes wurde als 
charakteristisches Immoniumion (links), ein Bestandteil des Peptids, identifiziert. Die Sequenzanalyse wurde 
durch die Beobachtung eines Prolinrestes, welches generell als Spaltungspunkt dient, erleichtert. Dieses 
entspricht der neuen Serie des b-Fragments, welches als erste Aminoslure gilt. Der Verlust von 17 
Masseneinheiten entspricht dem Verlust des Ammoniaks, welches f�r einen L\sin- oder Argininrest spricht. Der 
Verlust von 18 Masseneinheiten entspricht den Verlust des Wassers, was f�r einen Serin- oder einen 
Threoninrest spricht.  
 

 

Die Analyse der PSD-Spektren f�hrte ]ur Ermittlung der Peptidsequen] Ser-Arg-Pro-Thy-

Ser-Phe-Gly-Leu/Ileu-NH2. Da die Molek�lmasse des Leucins und Isoleucins identisch ist, 

kann nicht angegeben Zerden, Zelche Aminoslure sich am Carbo[\terminus befindet. 

 

Um das Ergebnis der Sequen]anal\se ]u �berpr�fen, Zurde ein s\nthetisches Peptid nach der 

vorliegenden Sequenz in unseren Institut im Service Labor von Dr. Buck hergestellt. Da die 

ermittelte Sequenz mit dem Helicostatin identisch war (Tab. 3.1), wurde das synthetische 

Peptid nach dieser Sequenz hergestellt. Mit diesem synthetisch hergestellten Peptid wurde die 

AktiYitlt in Oozyten gemessen.   
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Abb. 3.23 DaUVWHOOXQJ dHU SWURPIOX�NXUYH HLQHU OR]\WH, ZHOcKH PLW Drosophila-GPCR und dem GIRK-
Kanal (links) oder mit GIRK allein (rechts) injiziert wurde 
Ge]eigt ist die gemessene Aktivitlt mit dem s\nthetisch hergestellten Peptid. Eine Aktivitlt von 570 nA bei einer 
Konzentration von 10-6 M wurde gemessen (links). Bei der mit GIRK allein injizierten Oozyte (rechts) wurde 
ebenfalls das synthetisch hergestellte Peptid appliziert. Wie zu sehen ist, konnte kein Strom gemessen werden.  
 

Ein Me�signal Yon 570 nA konnte damit bei einer Kon]entration Yon 10-6 M erhalten werden. 

Dies Zar ein BeZeis daf�r, da� die Peptidsequen] richtig ermittelt Zurde. Die Ergebnisse der 

Peptidanal\se ]eigten, da� das aufgereinigte Peptid aus Drosophila-K|pfen mit dem 

Helicostatin aus Lepidoptera identisch ist. Weiterhin zeigte das Drosophila-Peptid hohe 

bhnlichkeit am Carbo[\terminus ]u den Allatostatinen aus Diploptera (Tab. 3.1). Dieses 

Ergebnis belegte eindeutig, das es sich bei dem Drosophila-GPCR tatslchlich um ein 

Allatostatin-Rezeptor (Drosophila-AlstR) handelt. Bisher Zar kein Re]eptor f�r das 

Allatostatin-Peptid bekannt. 

 

Aufgereinigtes Peptid (Drosophila)                                                             SRPYSFGL-NH2 
Helicostatin 3 (Lepidopteran)                                                             SRPYSFGL-NH2 
AllatostatinI (Diploptera)                                              APSGAQRLYGFGL-NH2 
AllatostatinIII (Diploptera)                                                          GGSLYSFGL-NH2 
AllatostatinIV (Diploptera)                                                            DRLYSFGL-NH2 
AllatostatinTyp B (Diploptera)                                  AYSYVSEYKRLPVYSFGL-NH2 
  
SST 14 (Ovine)                                            AGCKNFFWKTFTSC-OH 
Leu-Enkaphalin (bovine)                                                                    YGGFL-OH 
Galanin (human) GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS-OH 
 
 
Tab.3.1 Vergleich der Peptidsequenzen des aufgereinigten Peptids mit den Allatostatin-Peptiden 
Gezeigt ist der Vergleich der Sequenz des aufgereinigten Peptids aus Drosophila melanogaster mit den 
Allatostatinen aus Lepidoptera und Diploptera. Eine bhnlichkeit des aufgereinigten Peptids aus Drosophila 
melanogaster mit Somatostatin, Galanin oder Leu-Enkaphalin ist nicht zu sehen. 
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3.2.5 Dosiswirkungskurve des synthetisch hergestellten Peptids und der 

unterschiedlichen Allatostatine 

 

Um die Affinitlt der Re]eptor/Liganden-Bindung feststellen ]u k|nnen, Zurde eine 

Dosiswirkungskurve erstellt. Hierzu wurde das Allatostatin III, Allatostatin IV und Typ B-

Allatostatin bestellt, um damit ein Vergleich erstellen ]u k|nnen. Die Messungen erfolgten 

jeweils an 4-6 Xenopus-Oozyten mit einer Konzentration von 10-6 M - 10-11 M des 

geZ�nschten Peptids. Die Werte Zurden im Graph Pad Prism-Programm normalisiert und 

ausgewertet.  

 
 
 
 
Abb. 3.24 Dosiswirkungskurve des synthetisch 
hergestellten Drosophila-Allatostatins und der 
verschiedenen Diploptera-Allatostatine 
Gemessen ist die funktionelle Expression in den 
Xenopus-Oozyten. Der Allatostatin-Rezeptor wurde 
wie bereits beschrieben (2.2.4) mit den GIRK-
Kanal koexprimiert. Der Ec-50-Wert f�r das 
s\nthetisch erstellte Allatostatin f�r Drosophila 
(quadrat) liegt bei 55 pM, 147 pM f�r das 
Allatostatin IV aus Diploptera (Dreieck), 156 pM 
f�r das Allatostatin III aus Diploptera (Kreis) und 
3.3 nM f�r das Allatostatin T\p B aus Diploptera 
(Raute). Die Auswertung erfolgte mit dem Graph 
Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, 
CA) 

3.2.6 Struktur-und Funktionsanalyse des Allatostatin-Rezeptors 

 

Da der chimlre Re]eptor konstruiert Yorlag (Abb. 3.14), konnte damit eine Struktur-Funktions-

Anal\se durchgef�hrt Zerden. Dieser chimlre Allatostatin-Rezeptor beinhaltet den SSTR2-

Aminoterminus bis zur ersten Transmembrandomlne. Mit dieser Chimlre kann ein Vergleich in 

bezug auf die Dosiswirkung zwischen zwei Rezeptoren, die sich nur am Aminoterminus bis zur 

ersten Transmembrandomlne unterscheiden, durchgef�hrt Zerden. Nach der in vitro Transkription 

des chimlren Re]eptors und Koinjektion mit dem GIRK-Kanal in die Xenopus-Oozyten konnte die 

DosisZirkungskurYe, Zie im Methodenteil (2.2.4.1) beschrieben, durchgef�hrt Zerden. Der EC-50-

Wert lag bei 6.22 nM (Abb. 3.25). Die Affinitlt des chimlren Allatostatin-Rezeptors ist bei weitem 

geringer als der urspr�ngliche Allatostatin-Rezeptor. 
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Abb. 3.25 Dosiswirkungskurve des Allatostatin-PHSWLdV I�U dHQ cKLPlUHQ AOOaWRVWLQ-Rezeptor  
Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve des Allatostatin-Peptids aus Drosophila melanogaster. Der Ec-50-Wert betrlgt 
6.22 nM. Die Auswertung erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA). 
 

 

 

Um weitere Struktur- und Funktionsanal\sen durchf�hren ]u k|nnen, Zurden ]Zei Peptide 

synthetisch hergestellt. Weil alle Mitglieder der Allatostatin-Familie das Pentapeptid YXFGL-NH2 

am Carboxyterminus enthalten, sollte hier das Pentapeptid carboxyliert und amidiert  getestet 

Zerden. Die Sequen] f�r die Peptide lauteten YSFGL-NH2 und YSFGL-COOH. Die Analyse 

erfolgte �ber die funktionelle Expression in den Xenopus-Oozyten.  

 

Durch diese Anal\se k|nnte ermittelt Zerden, in Zie Zeit der Carbo[\terminus des Agonisten f�r 

den Allatostatin-Re]eptor eine AusZirkung in be]ug auf die Affinitlt hat. Das Peptid mit der 

COOH-Endung zeigte keine Affinitlt ]um Allatostatin-Rezeptor (Abb. 3.26, B). Das Peptid mit der 

NH2-Endung ]eigte eine Affinitlt Yon 2.1 nM (Abb. 3.26, A). Diese Ergebnisse belegen eindeutig, 

da� der Carbo[\terminus des Peptids amidiert sein mu�, um eine Affinitlt ]eigen ]u k|nnen. 

DesZeiteren reichen f�r eine Bindung des Allatostatin-Re]eptors die let]ten f�nf Aminosluren des 

Peptids aus.  
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Abb. 3.26 Dosiswirkungskurve des amidierten YSFGL-PHSWLdV XQd dLH SWURPIOX�NXUYH HLQHU OR]\WH, ZHOcKH PLW 
dem Allatostatin-Rezeptor und den GIRK-Kanal koinjiziert wurde  
Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve des amidierten YSFGL-Peptids (A). Der Ec-50-Wert betrlgt 2.1 nM. Die 
Auswertung erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA). Gezeigt sind zwei 
Stomflu�kurven (B). Bei Applikation des amidierten Peptids (10-8 M) konnte eine Aktivitlt von 160 nA gemessen werden 
(durchgehende Linie), im Gegensat] ]u dem carbo[\lierten Peptid  konnte keine Aktivitlt gemessen werden 
(unterbrochene Linie).    
 

 

3.2.7 Signaltransduktionskaskade des Allatostatin-RH]HSWRUV �bHU dHQ IQRVLWROWULSKRVSKaWZHJ 

 

Um einen Vergleich �ber den Signaltransduktionsweg (IP3) zwischen den Somatostatin-Rezeptoren 

und den Allatostatin-Rezeptor zu stellen, wurde wie bei 3.2 bereits beschrieben die funktionelle 

E[pression �ber den elektroph\siologischen Test durchgef�hrt. Hiermit k|nnte �berpr�ft Zerden, 

ob der Allatostatin-Re]eptor �ber Inositoltriphosphat (IP3) den SignaltransduktionsZeg ausl|st. 

Wenn es der Fall ist, Z�rden bei der Agonistenstimulation die UE der oo]\teneigenen G-Proteine 

die Freisetzung von Ca++-Ionen aus intra]ellullren Speichern mit Hilfe des Inositoltriphosphates 

beZirken. Dadurch Z�rden die membranstlndigen Chloridkanlle aktiYiert Zerden, so da�  im 

let]ten Schritt der Signaltransduktion dieses ]u einem einZlrts gerichteten Membranstrom f�hrt, 

der elektroph\siologisch me�bar ist. Bei dieser Messung wurde der Ligand in ND 96 aufgenommen 

und so den Oozyten appliziert. Hierbei wurde kein Strom gemessen, d.h. die 

Signaltransduktionskaskade des Allatostatin-Re]eptors Zird nicht �ber den InositoltriphosphatZeg 

vermittelt.  

 

COOH

Amid

180 s

80
 n

A

Drosophila-AlstR

-11 -10 -9 -8 -7 -6
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
YSFGL-amid

                                log[conc]

I/I
m

ax



                                                                                                                ERGEBNISSE 
___________________________________________________________________________ 

 69 

3.3. Klonierung weiterer Allatostatin-Rezeptoren aus Periplaneta americana (Schabe) 

 und Carausius morusus (Stabheuschrecke) 

 

Das Allatostatin Zurde urspr�nglich aus dem Schabenhirn der Diploptera punktata als Neuropeptid 

identifiziert (Woodhead et al., 1989; Pratt et al., 1989). Der Name Allatostatin wurde aus dem 

Organ Äcorpora allata³ (Allato) abgeleitet, Zeil es dort identifi]iert Zurde (Tobe, 1980). Da das 

Peptid eine inhibierende Wirkung auf die Juvenile Hormon-Synthese in der corpora allata bei 

Diploptera beZirkt, Zurde das Ästatin³ noch hinten hin]ugef�gt, so kam der Name Allatostatin 

zustande. In Drosophila inhibiert das Allatostatin nicht die Juvenile Hormon-Synthese in der 

corpora allata, sondern inhibiert die DarmbeZegung. Bei der ImmunreaktiYitlt findet man das 

Allatostatin im ZNS und in der Peripherie. 

 

Da Allatostatin-Peptide aus Periplaneta americana und Carausius morusus seit llngerem bekannt 

Zaren, aber der Re]eptor nicht kloniert Yorlag, Zurde auf die Bitte Yon Prof. Dr. Glde (UniYersitlt 

Kapstadt) mit seiner Arbeitsgruppe kooperiert. Es sollten weitere Allatostatin-Rezeptoren aus der 

Schabe und aus der Stabheuschrecke kloniert werden. Zur Klonierung des Rezeptors wurde dieselbe 

Strategie wie bei Drosophila melanogaster angeZendet. F�r die erste Amplifi]ierung Zurde ein 

]uslt]licher degenerierter reYerser Primer (PeaR1) anhand der Aminosluresequen] des Drosophila-

Allatostatin-Rezeptors konstruiert. Die erste Teilsequenz der Schabe wurde mit den Primern 

SRF1/PeaR1 und SRF2/PeaR1 amplifiziert. Diese PCR-Amplifikate wurden in einem pBluescript 

SK+-Vektor einkloniert und sequen]iert. F�nf Klone ]eigten einen offenen Leserahmen und eine 

bhnlichkeit Yon 70 % in der TM-Region auf Aminoslureebene ]u dem Drosophila-AlstR. Es 

wurde eine Konsensus-Sequen] anhand der f�nf Klone erstellt. Die Konsensus-Sequenz beinhaltete 

537 bp.  

 

Um nun das 5¶-Ende und das 3¶-Ende �ber die RACE-Technik zu amplifizieren, wurden spezifische 

Primer anhand dieser Konsensus-Sequenz konstruiert. Die Enden konnten mit Hilfe der RACE-RT-

PCR-Technik amplifiziert Zerden. Das 5¶-Ende beinhaltete 700 bp, mit 186 bp am 5¶-UTR-

Bereich, das 3¶-Ende beinhaltete 504 bp, mit 316 bp am 3¶UTR-Bereich. Die erhaltene 5¶-RACE-

Sequen] ging �ber das potentielle Startkodon hinaus und enthielt im 5¶-untranslatierten Bereich ein 

in frame Stop-Triplett, so da� daYon ausgegangen Zerden konnte, da� es sich bei dem Methionin 

Zirklich um das Initiationskodon handelte. Die Anal\se der Sequen] des 3¶-RACE-Produktes zeigte 

ebenfalls einen offenen Leserahmen von 188 bp. 
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Diese Region ist umgeben Yon einem 316 bp langem Bereich, Zobei sich hier nach dem 3¶-Ende - 

nach dem Stopkodon - ein Polyadenylierungssignal befindet. In beiden RACE-Produkten konnte 

daYon ausgegangen Zerden, da� die 5¶- und 3¶-Enden des kodierenden Bereiches Yollstlndig 

waren. Um den Klon in Yoller Llnge (gesamte cDNA) zu erhalten und somit die funktionelle 

Expression in Xenopus-Oo]\ten ]u erm|glichen, wurden zwei spezifische Primer jeweils am Start- 

und am Stopkodon entZorfen. F�r diese RT-PCR wurde ebenfalls die Pfu-DNA-Polymerase 

YerZendet, da diese �ber eine E[onuklease-AktiYitlt Yerf�gt und somit die Mutationsrate deutlich 

Yerringert ist. Es Zurde ein Klon ausgeZlhlt, der keine Mutation gegen�ber der Konsensussequen] 

aufwies. 

 

Das Sequenzierungsergebnis zeigt einen offenen Leserahmen Yon 1269 bp, der f�r ein Protein Yon 

423 Aminosluren kodiert. Umgeben ist dieser Bereich Yon einem 186 bp umfassenden 5¶UTR-

Bereich und einem 316 bp langen 3¶UTR-Bereich. Die Primlrsequen] des Schaben-GPCR-Klons 

weist verschiedene Konsensussequen]en f�r m|gliche Proteinmodifikationen auf. So befindet sich 

an den Asparagin-Resten 27, 31, 41 entsprechend der Konsensussequenz [N-X-S/T] die 

M|glichkeit einer Gl\kos\lierung (Kornfeld und Kornfeld, 1985). DesZeiteren gibt es an den 

Positionen 178, 181 und 282 den Konsensussequenzen [(S/T)-X-(K/R)] entsprechend die 

M|glichkeit einer Phosphor\lierung durch Proteinkinase C (Woodgett et al., 1986) und der Position 

287 durch Proteinkinase A mit der Konsensussequenz [R-X-(S/T)]. Ein Vergleich der 

Primlrsequen] des Schabenre]eptors mit der Datenbank ergab eine deutliche bhnlichkeit Yon 70 % 

in den TM-Regionen auf Aminoslureebene ]u dem Drosophila-AlstR (Abb.3.27). 
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                         1                                                              
60 
SchabeAlstR   ~~~~~~~~MD VSGTVTAPPP LGVGIGGLRY HACVNISVNT SELSAFCSNS SEQLNGYGLD 
DrosAlstR     MAGHQSLALL LATLISSWPK ASWGATG..N GSIISVSNSS GNNYAFTSEH TDHSDHNAND 
 
              61                                                            120 
SchabeAlstR   PPPEPQSLQL IQKIVSIVVP LLFGLIVLVG LFGNALVVLV VAANQQMRST TNLLIINLAV 
DrosAlstR     SMEYDAESVA LERIVSTIVP VFFGIIGFAG LLGNGLVILV VVANQQMRST TNLLIINLAV 
 
              121                                                           180 
SchabeAlstR   ADLLFIVFCV PFTATDYVLP FWPFGDIWCK IVQYLIVVTA YASVYTLVLM SLDRFLAVVH 
DrosAlstR     SDILFVIFCV PFTATDYVLP EWPFGNVWCK FVQYMIVVTC HCSVYTLVLM SFDRFLAVVH 
 
              181                                                           240 
SchabeAlstR   PITSMSIRTE RNAIAAIAVT WVVILLASVP VYLSHGEVTY TYSSAEHTAC VFLEADPINR 
DrosAlstR     PVTSMSLRTE RNATLAIMCA WITIVTTAIP VALSHSVRIY QYHGNAGTAC VFSTEEEI..   
 
              241                                                           300 
SchabeAlstR   PDGYNKPVFQ IIFFATSYVT PLALICGLYL WLLVRLWRGA APGGHVSAES RRGKKRVTRM 
DrosAlstR     ...WSLVGFQ VSFFLSSYVA PLTLICFLYM GMLARLWK.S APGCKPSAES RKGKRRVTRM 
 
              301                                                           360 
SchabeAlstR   VVVVVAIFAV CWFPIQLILV LKSVDKYEIT NTSVMIQIVS HVLAYMNSCV NPILYAFLSD 
DrosAlstR     VVVVVLAFAI CWLPIHVILV LKALNLYGGS HLSVIIQIIS HVVAYTNSCI NPILYAFLSD 
 
              361                                                           420 
SchabeAlstR   HFRKAFRKVI NCGSAQRAQP GPRYHRASTI QQQPQANGRA LNN.ECVEND NKSGLLNVTK 
DrosAlstR     NFRKAFRKVV WCGS.....P PPLMTNQQVT KTTRTATGNG TSNIEML~~~ ~~~~~~~~~~ 
 
              421       433 
SchabeAlstR   ATRANGSSND IL* 
DrosAlstR     ~~~~~~~~~~ ~~~ 
 
 
 
Abb. 3.27 APLQRVlXUHYHUJOHLcK dHU AOOaWRVWaWLQ-Rezeptoren aus der Schabe und Drosophila 
Der Vergleich wurde mit dem GCG-Programm erstellt. Die sieben TM-Domlnen sind durch die rote Schrift 
gekennzeichnet. 
 

 

Nachdem der Re]eptor aus der Schabe in Yoller Llnge kloniert Zorden Zar, konnte �berpr�ft 

werden, ob dieser Rezeptor auch der Allatostatin-Re]eptor ist. Da eine Sequen]lhnlichkeit Yon 70% 

auf Aminoslureebene ]u dem Drosophila-AlstR bestand, Zurde daYon ausgegangen, da� der 

Signaltransduktionsweg der selbe wie der des Drosophila-AlstR ist. Somit konnte der Nachweis 

Zie unter 3.2. beschrieben �ber das Xenopus-Oozyten-System elektrophysiologisch erfolgen. Auch 

der Schaben-GPCR wurde mit dem GIRK-Kanal koexprimiert. Die Ergebnisse belegten deutlich, 

da� der Schaben-GPCR ein Allatostatin-Rezeptor ist. Es konnte eine AktiYitlt Yon 460 nA bei einer 

Konzentrationszugabe von 10-6 M gemessen werden.  

 

Um auch hier die Affinitlt der Re]eptor/Liganden-Bindung feststellen ]u k|nnen, Zurde eine 

Dosiswirkungskurve erstellt. Die Messungen erfolgten wie unter 3.3.1 beschrieben. Die Werte 

wurden im Graph Pad Prism-Programm normalisiert und ausgewertet.   
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Abb. 3.28 Dosiswirkungskurve der verschiedenen Diploptera-Allatostatine 
Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve der unterschiedlichen Allatostatine aus Diploptera. Der Ec-50 Wert f�r das 
Allatostatin IV betrlgt 8.8 nM, 12 nM f�r das Allatostatin III und 114 nM f�r das Allatostatin T\p B. Die Auswertung 
erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA) 
 
 

 

Die Strategie f�r die Klonierung des putatiYen Allatostatin-Rezeptors aus der Stabheuschrecke war 

die selbe Zie f�r den Drosophila- und den Schaben-AlstR. Somit wurde die erste Amplifizierung 

�ber die RT-PCR mit den degenerierten Primern durchgef�hrt. Die erste Teilsequenz der 

Stabheuschrecke wurde mit den Primern SRF1/SRR2 und SRF1/PeaR1 amplifiziert. Diese PCR-

Amplifikate Zurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und �ber die Restriktionsstellen 

BamHI/EcoRI in den pBluescript SK+-Vektor kloniert und sequenziert. Vier Klone zeigten einen 

offenen Leserahmen mit einer bhnlichkeit Yon 56 % ]u dem Allatostatin-Rezeptor aus Drosophila 

melanogaster auf Aminoslureebene. Vier Zeitere Klone ]eigten ebenfalls einen offenen 

Leserahmen mit einer bhnlichkeit Yon 36 % ]u dem humanen Somatostatin-Rezeptor1 auf 

Aminoslureebene. Es Zurde f�r beide Klone eine Konsensus-Sequenz anhand der Sequenzdaten 

erstellt. Die Konsensus-Sequen] f�r den putatiYen Allatostatin-Re]eptor beinhaltete 628 bp und f�r 

den putativen Somatostatin-Re]eptor1 629 bp. Um das 5¶-Ende und das 3¶-Ende �ber die RACE-

Technik zu amplifizieren, wurden spezifische Primer anhand der Konsensus-Sequenz konstruiert. 
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   CamAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~   60 
SchabeAlstR  ~~~~~~~~MD VSGTVTAPPP LGVGIGGLRY HACVNISVNT SELSAFCSNS SEQLNGYGLD 
  DrosAlstR  MAGHQSLALL LATLISSWPK ASWGATG..N GSIISVSNSS GNNYAFTSEH TDHSDHNAND 
    CamSSTR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~MSVEQ VTVMVTSLED LNTSSTTDPL VLRFSKMQTV 
    
   
   CamAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  120 
SchabeAlstR  PPPEPQSLQL IQKIVSIVVP LLFGLIVLVG LFGNALVVLV VAANQQMRST TNLLIINLAV 
  DrosAlstR  SMEYDAESVA LERIVSTIVP VFFGIIGFAG LLGNGLVILV VVANQQMRST TNLLIINLAV 
    CamSSTR  MSLDHHECDT DQPTLLLITQ VLYAAVCIVG LLGNGLVIYV VLRFSKMQTV TNMYIVNLAV 
 
             
   CamAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ FWPFGDVWCK IVQYLIVVTA YASVYTLVLM SLDRFLAVVH  180 
SchabeAlstR  ADLLFIVFCV PFTATDYVLP FWPFGDVWCK IVQYLIVVTA YASVYTLVLM SLDRFLAVVH 
  DrosAlstR  SDILFVIFCV PFTATDYVLP EWPFGNVWCK FVQYMIVVTC HCSVYTLVLM SFDRFLAVVH 
    CamSSTR  ADECFLI.GV PFLLATMNLR FWPFGSIMCK AYMTTTSINQ FTSSIFLTIM SADRYIAVCH 
 
                                                                    
   CamAlstR  PIASISVRTE RNAVTAIGVT WVVILLSSVP VYLSHGVTNY IYLSSEHTAC VFL.......  240 
SchabeAlstR  PITSMSIRTE RNAIAAIAVT WVVILLASVP VYLSHGEVTY TYSSAEHTAC VFLEADPINR 
  DrosAlstR  PVTSMSLRTE RNATLAIMCA WITIVTTAIP VALSHSVRIY QYHGNAGTAC VFSTEEEI.. 
    CamSSTR  PISAPKVRTP LISKVVSASA WTASALLMIP IFIYANIMT. ...NENVVSC NILWPESENV 
 
 
   CamAlstR  .DDYNKPVFQ ILFFATSYVI PLALICGLYL CMLMRLWRGV APGGHVSAES RRGRKRVTRM  300  
SchabeAlstR  PDGYNKPVFQ IIFFATSYVT PLALICGLYL WLLVRLWRGA APGGHVSAES RRGKKRVTRM 
  DrosAlstR  ...WSLVGFQ VSFFLSSYVA PLTLICFLYM GMLARLWKS. APGCKPSAES RKGKRRVTRM 
    CamSSTR  S...SQGAFT LYTFILGFSI PLMLISVFYI .LVIRKLKTV GPKNK.SKEK KKSHRKVTKL 
 
  
   CamAlstR  VVVVVAIFAV CWFP...IQM ILVLKSVDRY EITNTSVM.Q IVSHVLAYMN SCVEPRL~~~  360 
SchabeAlstR  VVVVVAIFAV CWFP...IQL ILVLKSVDKY EITNTSVMIQ IVSHVLAYMN SCVNPILYAF 
  DrosAlstR  VVVVVLAFAI CWLP...IHV ILVLKALNLY GGSHLSVIIQ IISHVVAYTN SCINPILYAF 
    CamSSTR  VLTVITVYVL CWLPYWLTQM ALIFTPPKQC Q.SRVSITVF LLAGCLSYSN SAMNPILYA~ 
 
                                                                      
   CamAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~  420 
SchabeAlstR  LSDHFRKAFR KVINCGSAQR AQPGPRYHRA STIQQQPQAN GRALNNECVE NDNKSGLLNV 
  DrosAlstR  LSDNFRKAFR KVVWCGSPPP LMTNQQVTKT TRTATGNGTS NIEML~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
    CamSSTR  ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
 
 
   CamAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~  434 
SchabeAlstR  TKATRANGSS NDIL 
  DrosAlstR  ~~~~~~~~~~ ~~~~ 
    CamSSTR  ~~~~~~~~~~ ~~~~ 
 
 
Abb. 3.29 APLQRVlXUHYHUJOHLcK dHU AOOaWRVWaWLQ-Rezeptoren aus Drosophila (DrosAlstR), der Schabe 
(SchabeAlstR), der Stabheuschrecke (CamAlstR) und der Somatostatin-lKQOLcKH Rezeptor aus der 
Stabheuschrecke (CamSSTR) 
Der Vergleich wurde mit dem GCG-Programm erstellt. Die TM-Domlnen sind durch die rote Schrift gekenn]eichnet. 
Die identischen Aminoslurereste der aufgef�hrten Re]eptoren sind fett markiert. Erkllrung bitte siehe im Text. 
 

 

Der Vergleich der Aminosluresequen] (Abb. 3.29) ]eigte die h|chste Aminoslure-Identitlt in der 

ersten e[tra]ellullren, soZie der ]Zeiten intra]ellullren Schleife ]Zischen den aufgef�hrten 

Re]eptoren. Diese konserYierte Region mag Zichtig f�r die Konformationslnderung der TM-

Region nach der Agonistenstimulation sein (Bockaert und Pin, 1999).  
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Weiterhin ist bei dem Somatostatin-lhnlichen Re]eptor aus der Stabheuschrecke an der 

Schnittstelle der dritten TM und der ]Zeiten intra]ellullren Schleife das Tripeptid (DRY) 

konserYiert, soZie auch bei den Slugerhomologen. Allerdings ist bei den Allatostatin-Rezeptoren 

an der dritten Position des Tripeptids (DRF) ein Phenylalanin- statt ein Tyrosinrest. Das 

Phen\lalaninrest mag f�r die Allatostatin-Rezeptoren typisch sein, da alle bekannten Allatostatin-

Rezeptoren dieses Tripeptid aufweisen. Der Cysteinrest in der ersten und zweiten Schleife, welcher 

bei den GPCRs konserYiert ist und die Stabilisierung Zlhrend der Konformationslnderung 

erm|glicht, befindet sich ebenfalls in allen neu klonierten Rezeptoren. 

 

Mit Hilfe der RACE-PCR-Technik konnte f�r den putatiYen Somatostatin-Re]eptor1 das 5¶-Ende 

amplifi]iert Zerden. Zur Yollstlndigen Anal\se m��te ]uslt]lich noch das 3µ-Ende amplifiziert 

werden. 
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4. DISKUSSION 

 
Die G-Protein-gekoppelten Neuropeptid-Rezeptoren in Vertebraten wie z.B. die 

Somatostatin- oder auch die Opioid-Rezeptoren kommen in verschiedenen Subtypen vor, die 

ihre eigene Subfamilie innerhalb der Familie 1 der GPCRs bilden (Darlison und Richter. 

1999). Es gibt neun unterschiedliche Rezeptoren (SSTR1-SSTR5, �-, N-, G-, Orphanin FQ-

Opioid-Rezeptor), deren physiologische Liganden bekannt sind. Es gibt auch einige 

Re]eptoren, deren Liganden nicht identifi]iert Zerden konnten (O¶DoZd et al., 1995). Bisher 

ist nicht bekannt wie diese Subtypen im Verlauf der Evolution entstanden sind. Um dieser 

Fragestellung nachzugehen, wurde versucht, in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

einen Somatostatin-lhnlichen Re]eptor ]u identifi]ieren. Die Aminosluresequen] des 

Rezeptors sollte mit denen der Vertebraten-Rezeptoren verglichen Zerden. Dadurch k|nnten 

Erkenntnisse �ber konservierte Bereiche, soZie einen Einblick �ber m|gliche 

Ligandenbindungsdomlnen geZonnen Zerden. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide, welche auf der 

Basis der f�nf Somatostatin-Rezeptoren aus der Ratte konstruiert wurden, ein cDNA-

Fragment aus Drosophila melanogaster amplifiziert werden. Mit Hilfe der RACE-PCR-

Technik konnte der gesamte offene Leserahmen amplifiziert werden. Die klonierte cDNA 

kodiert ein 394 Aminosluren langes Protein. Ein Vergleich der Aminosluresequen] des 

Drosophila-Klons mit der Genbank ergab eine deutliche Zuordnung in die Familie der G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (Drosophila-GPCR). Um f�r den neu beschriebenen 

Drosophila-GPCR einen Liganden zu identifizieren, wurde die reverse physiology-Strategie 

angewendet (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995; Tensen et al., 1998; Birg�l et al., 

1999). Bei der reverse physiology-Strategie dient die Rezeptor-DNA als biologischer Sensor 

Zlhrend dem Aufreinigungspro]e� (Reinscheid et al., 1999). Der ligandhaltige Extrakt kann 

auf diese Weise bestimmt Zerden. Diese aktive Fraktion Zird �ber mehrere Schritte ]ur 

Homogenitlt aufgereinigt. Der Drosophila-GPCR konnte mit Hilfe dieser Methode als 

Allatostatin-Rezeptor (Drosophila-AlstR) charakterisiert werden.  
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Die Aminosluresequen] des Drosophila-AlstRs ]eigt eine bhnlichkeit von 30-35 % zu der 

Somatostatin-, Opioid- und der Galanin-Rezeptor-Familie in den TM-Regionen (Darlison et 

al., 1997; Kavoor et al., 1997; Kreienkamp, 1999). Insbesondere zeigte eine 

H\dropathieanal\se aus der abgeleiteten Aminoslurersequen] des Drosophila-AlstRs sieben 

Transmembran-Bereiche, die jeweils aus mindestens 21 vorwiegend hydrophoben 

Aminosluren bestehen. Diese An]ahl von h\drophoben Aminosluren ist erforderlich damit 

die Zellmembran einmal durchquert werden kann (Ross, 1989). Diese Transmembranregionen 

Zerden auch als Ä]entrale Kerndomlne³ be]eichnet, da sie f�r G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren charakteristisch sind (Bockaert und Pin, 1999). Die sieben Transmembran-

Regionen (TM I- TM VI) sind mit drei intra]ellullren- und drei e[tra]ellullren-Schleifen 

verbunden (BaldZin, 1993). Die kur]e dritte e[tra]ellullre-Schleife ist ebenfalls eine weitere 

Gemeinsamkeit, die f�r viele Neuropeptidrezeptoren charakteristisch ist (Probst et al., 1992). 

 

Die Bereiche am hbergang von der Schnittstelle ]Zischen der dritten TM und der ]Zeiten 

intra]ellullren Schleife sowie am hbergang von der Schnittstelle ]Zischen der f�nften TM 

und der dritten intra]ellullren Schleife sind bei den GPCRs stark konserviert. Es wird 

vermutet, da� diese Bereiche f�r die Protein-Interaktion ]ustlndig sind (Bockaert und Pin, 

1999). Am hbergang von der Schnittstelle ]Zischen der dritten TM und der ]Zeiten 

intra]ellullren Schleife befindet sich f�r die Familie 1 der GPCRs das konservierte DRY-

Motiv (Probst et al., 1992; Savarese und Fraser, 1992). Untersuchungen an mutierten GPCRs 

im DRY-Motiv lassen vermuten, da� die partielle ]Zeite soZie dritte intra]ellullre Schleife 

und in einigen Flllen auch die TMs mit dem G-Protein interagieren und die 

Signaltransduktion vermitteln (Moro et al., 1993; Zhu et al., 1994; Smith et al 1996). Die 

Schl�sselrolle in der Signaltransduktion dieser GPCRs �bernimmt das konservierte DRY-

Motiv (Scheer et al., 1996; Scheer et al., 1997; Ballesteros et al., 1998; Rasmussen et al., 

1999; Alewijnse et al., 2000). Aus Zelchem Grund das Tripeptid nur f�r die GPCRs der 

Familie 1 konserviert ist, k|nnte an der unterschiedlichen Konformationslnderung der 

Kerndomlne innerhalb der Mitglieder der GPCR-Familie liegen (Bockert und Pin, 1999). Bei 

dem Drosophila-AlstR ist an dieser Position, am hbergang von der Schnittstelle ]Zischen der 

dritten TM und der ]Zeiten intra]ellullren Schleife, das Tripeptid (DRF) bei allen bisher 

klonierten Allatostatin-Rezeptoren konserviert. Diese starke Konservierung kann unter 

anderem der Grund daf�r sein, da� die Somatostatin- sowie die Opioid-Rezeptoren und der 

Drosophila AlstR denselben Sluger-GIRK-Kanal im Xenopus-Oozyten-System aktivieren. 
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Da der Drosophila-AlstR ebenfalls den GIRK-Kanal im Xenopus-Oozyten-System aktiviert, 

ist er m|glicherZeise lhnlich Zie die Somatostatin-Rezeptor-Familie an die GDo/GDi-Familie 

der G-Proteine gekoppelt (Birg�l et al., 1999). Es ist bekannt, da� die metabotropischen 

Glutamat-Re]eptoren, die �ber die Phospholipase C den SignaltransduktionsZeg ausl|sen, an 

die GDq-Untereinheit der G-Proteine koppeln (Sharon et al., 1997). Bei der Expression des 

Drosophila-AlstRs im Xenopus-Oozyten-System wurde keine Aktivierung der 

membranstlndigen Chloridkanlle �ber den Inositoltriphosphat-Signaltransduktionsweg 

beobachtet. Der Drosophila-AlstR zeigt somit weiterhin eine funktionelle bhnlichkeit ]u der 

Somatostatin-Rezeptor-Familie, bei der bekannt ist, da� sie ebenfalls nicht �ber die 

Phospholipase C den SignaltransduktionZeg ausl|st.   

 

Am hbergang der sechsten TM-Domlne ]ur dritten e[tra]ellullre Schleife soZie in  der 

dritten extra]ellullre Schleife Zeisen die GPCRs untereinander nur eine begren]te 

bhnlichkeit auf (Met]ger und Ferguson, 1995). Durch Mutationsanal\sen Zie ].B. 

Punktmutation und Konstruktion Chimlrer Re]eptoren, konnte ge]eigt Zerden, da� die dritte 

e[tra]ellullre Schleife f�r die Ligandenspe]ifitlt ]ustlndig ist (Met]ger und Ferguson, 1995).   

Ebenso konnte beim Galanin-Rezeptor-Subt\p1 keine Aktivitlt mehr beobachtet Zerden, 

Zenn eine Punktmutation des Histidins (His 264, His 267) eingef�hrt Zurde (Kask et al., 

1996). Beim Drosophila-AlstR ist ebenfalls ein Histidinrest (His 306) an dieser Position 

konserviert, ob durch eine Punktmutation des Histidins lhnlich Zie bei dem Galanin-

Rezeptor-Subt\p 1 eine Reduktion der Agonisten Affinitlt beZirkt Zerden kann, m��te 

untersucht Zerden. Dies Z�rde eine Zeitere bhnlichkeit ]Zischen dem Drosophila-AlstR und 

den GPCRs hinweisen. Der SSTR2-Subt\p ]eigt eine hohe Affinitlt ]um Somatostatin14-

Analog SMS 201-995, im Unterschied dazu zeigt der SSTR1-Subt\p eine geringere Affinitlt 

(Kaupmann et al., 1995). Der SSTR1-Subtyp wurde in drei aufeinander folgenden Schritten 

so mutiert, da� der SSTR1-Subt\p eine hohe Affinitlt ]um SMS 201-995 zeigte, somit 

konnten diese beiden Rezeptor-Subtypen miteinander verglichen werden. Der mutierte 

SSTR1-Subt\p erhielt eine ]uslt]liche Punktmutation im Serin305 ]um Phen\lalanin in der 

siebten TM-Domlne, dieses beZirkte eine geringere Affinitlt ]um SMS 201-995. Zu eine 

]Zeiten ]uslt]lichen Mutation vom Glutamin (Gln 291) ]u Arginin f�hrte ]ur urspr�nglichen 

Affinitlt ]um SMS 201-995 (Kaupmann et al., 1995). 

 

 



DISKUSSION 
___________________________________________________________________________ 

 78 

Aufgrund dieser E[perimente vermuten die Autoren, da� dieser Bereich beim SSTR2-Subtyp 

mit den Aminoslureresten Asparagin (Asn 276, Phe 295) und Phen\lanin (Asn 276, Phe 295) 

am Ende der TM VI und Anfang der TM VII f�r die Bindung an das SMS 201-995 d.h. f�r 

die Selektivitlt der Liganden ]ustlndig sind. Beim Drosophila-AlstR ist am hbergang der 

sechsten TM-Domlne ]ur der dritten e[tra]ellullre Schleife soZie die dritte e[tra]ellullre 

Schleife und der hbergang von der dritten e[tra]ellullren Schleife ]ur siebten TM-Domlne 

die Aminosluresequen]en nur begren]t lhnlich. M|glicherZeise sind diese Regionen f�r die 

Spe]ifitlt der Ligandenbindung verantZortlich. Diese Verlnderung hinsichtlich der Struktur 

im Laufe der Evolution mag f�r die Anpassung an neue Peptid-Liganden wichtig sein (Birg�l 

et al. 1999). 

 

Weitere funktionelle Bereiche, die bei fast allen Mitgliedern der G-Protein-gekoppelte 

Re]eptoren hlufig beschrieben Zerden, sind auch beim Drosophila-AlstR identifiziert 

Zorden: Die m|glichen asparagingebundenen Gl\kos\lierungsstellen sind im 

aminoterminalen Bereich (Asn 28, Asn 36, Asn 57) lokalisiert. Es Zird vermutet, da� die 

Gl\kos\lierungen am Aminoterminus d.h. im e[tra]ellullren Bereich des Re]eptors, f�r eine 

Bindung des Liganden bereit gehalten wird (Rens-Domiano und Reisine, 1991), wie durch 

Untersuchungen an eine doppelt Mutation an den m|glichen Gl\kos\lierungsstellen im 

Asparagin (Asn 18, Asn 31) des Somatostatin-Rezeptors subtyp 3 gezeigt werden konnte, bei 

der dies ]ur einer signifikanten Reduktion der Agonisten Affinitlt f�hrte (Nehring et al., 

2000). DesZeiteren ist eine m|gliche Palmito\lierungsstelle kur] nach der siebten TM-

Domlne (C\s 364) lokalisiert. Vermutlich ist das C\stein an dieser Stelle f�r die Verankerung 

des Carboxyterminus an den lipid bilayer mit verantZortlich. Es gibt auch Eviden]en daf�r, 

da� eine Palm\to\lierung einiger GPCRs die Desensitivierung beeinflusst (B|hm et al., 

1997). Bei der Desensitivierung wird der aktivierte Rezeptor vom G-Protein, innerhalb von 

Sekunden zu Minuten, entkoppelt. Beim E-Adrenergen Rezeptor wurde das Cystein an der 

Aminoslure-Position 341 mutiert (C341G), so da� keine m|gliche Palmito\lierungsstelle ]ur 

Verf�gung stand. Bei der Mutante C341G konnte eine Verllngerung der Desensitivierung 

beobachtet werden (Moffett et al., 1993; Moffett et al., 1996). In wie weit die 

Desensitivierung durch Palmitoylierung den Drosophila-AlstR beeinflusst kann, m��te 

untersucht werden. 
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Weiterhin gibt es an den Aminoslure-Positionen 184, 187, 214, 282 und 379 entsprechend der 

Konsensussequen]en die M|glichkeit einer Phosphor\lierung durch Proteinkinase C und an 

der Aminoslure-Position 290 die M|glichkeit einer Phosphor\lierung durch Proteinkinase A. 

Die Phosphorylierung durch Proteinkinase A oder C wird in die Klasse der second messenger 

abhlngigen Kinasen eingeordnet, diese Proteinkinasen vermitteln die Agonisten-unabhlngige 

Phosphorilierung des Rezeptors (z.B. E-Adrenergen Rezeptors) und initiieren die heterologe 

Desensitivierung (Stradel et al., 1983). Die andere Klasse sind die Serin/Threonin 

Proteinkinasen, die auch als G-Protein Rezeptor Kinasen (GRKs) genannt werden, sie 

vermitteln die Agonisten-abhlngige Phosphor\lierung und leiten die homologe 

Desensitivierung ein (B|hm et al., 1997). M|glicherZeise k|nnte die Phosphor\lierung durch 

Proteinkinasen die Desensibilierung beim Drosophila-AlstR auch beeinflussen. Um diese 

Aussage ]u verifi]ieren sind noch Zeitere Untersuchungen n|tig. Zudem befindet sich jeZeils 

ein Cystein-Rest in der ersten und der ]Zeiten e[tra]ellullren Schleife, die in der Familie der 

GPCRs meistens konserviert sind.  M|glicherZeise sind die C\steinreste f�r die 

Stabilisierung der sieben TMs durch Disulfidbindung Zlhrend der Konformationslnderung 

n|tig (Bockaert und Pin, 1999). 

 

Dank des Drosophila-Genomprojektes konnte die genomische Struktur des Drosophila-

AlstRs aufgekllrt Zerden. Die kodierende Region der mRNA des Drosophila-AlstRs verteilt 

sich auf 8 Exons. Die in Drosophila identifizierten 100 GPCR-Gene enthalten in den meisten 

Flllen mehrere E[ons (Brod\ und Cravchik, 2000). Die Vertebraten-Gene f�r GPCRs 

enthalten meistens weniger Exons (Brody und Cravchik, 2000). Das Somatostatin-Rezeptor-

Subt\p1 Gen enthllt nur ein E[on (Hauser et al., 1994). Somit konnte der Unterschied bei 

Vertebraten und Invertebraten im Bezug auf die Organisation der genomischen Struktur durch 

die Aufkllrung des Drosophila-AlstR-Gens bestltigt Zerden. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Allatostatin-Rezeptor-cDNAs kloniert werden. Aus 

der K�chenschabe Periplaneta americana ist der vollstlndige cDNA-Klon durch 

Verwendung der selben Klonierungsstrategie der Schaben-AlstR kloniert worden. Die 

abgeleitete Aminosluresequen] des Schaben-AlstRs ]eigt eine bhnlichkeit von 70 % zu dem 

Drosophila-AlstR in den TM-Regionen. Die m|glichen funktionellen Bereiche, die beim 

Drosophila-AlstR beschrieben wurde, sind auch hier beim Schaben-AlstR identifiziert 

worden. 
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Die m|glichen asparagingebundenen Gl\kos\lierungsstellen (Asn 27, Asn 31, Asn 41), 

m|gliche Palmito\lierungsstelle (C\s 364), m|gliche Phosphor\lierung durch Proteinkinase 

C ( Ser 184, Thr 187, Ser 282, Thr 379) oder Proteinkinase A (Thr 290) entsprechen die bei 

anderen GPCRs vorhandenen Konsensussequenzen. Beim Schaben-AlstR sind ebenfalls zwei 

Cysteinreste und das Tripeptid (DRF) an der gleichen Position konserviert. Aus der 

Stabheuschrecke Carausius morusus sind - ebenfalls �ber dieselbe Klonierungsstrategie ± 

zwei weitere  partielle cDNAs kloniert worden. Nach einem Vergleich der Primlrsequen] der 

partiellen cDNA mit der Datenbank zeigte die Sequenz einen offenen Leserahmen mit einer 

bhnlichkeit von 56 % in den TM-Regionen zu dem Drosophila±AlstR auf Aminoslureebene. 

Die andere partielle cDNA aus der Stabheuschrecke zeigte ebenfalls einen offenen 

Leserahmen und eine bhnlichkeit von 36 % in den TM-Regionen zu dem humanen 

Somatostatin-Re]eptor 1 auf Aminoslureebene. Nachdem die partielle Sequenz, die dem 

Somatostatin-Re]eptor 1 aus der Stabheuschrecke lhnelt, kloniert vorlag und das Drosophila 

Genom vollstlndig sequen]iert Zar, konnten mit Hilfe dieser Daten ]Zei Re]eptor-Subtypen, 

die eine bhnlichkeit ]um Somatostatin ]eigten, aus Drosophila in unserer Arbeitsgruppe 

kloniert werden (Daten noch nicht publiziert). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da� die 

verwendete Strategie zur Klonierung eines GPCRs sehr effektiv ist. 

 

Ein Vergleich der aufgef�hrten (Abb. 4.3) Neuropeptid-Rezeptoren (Somatostatin-, Opioid-, 

Galanin-, Tachykinin-Rezeptor und Neuropeptid Y-Rezeptor) zeigt, da� die Neuropeptid-

Rezeptoren sich in vier Hauptgruppen - die Somatostatin-, die Opioid-, die Allatostatin-, und 

die Galanin-Rezeptor-Familie - unterteilen. Der Drosophila-AlstR ]eigt die h|chste 

bhnlichkeit ]u den Allatostatin-Rezeptoren der Schabe und der Stabheuschrecke. Alle diese 

Allatostatin-Rezeptoren wiederum sind den Galanin-Re]eptoren am lhnlichsten. Die 

Somatostatin- sowie die Opioid-Rezeptor-Familie stellen eine eigenstlndige Re]eptorfamilie 

dar, vermutlich besitzen sie einen gemeinsamen Ursprung. Die Re]eptoren f�r Tach\kinin 

und Neuropeptid Y aus Drosophila sind aus phylogenetischer Sicht viel weiter entfernt als die 

Somatostatin- sowie Opioid-Rezeptoren. Da sehr wenige GPCR in Insekten bekannt sind, 

kann nur eine annlhernde ph\logenetische Beziehung gestellt werden. 
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Abb. 4.3 Verwandschaft abgeleiteter 

AminoVlXUeVeTXen]en G-Protein-gekoppelter 

Rezeptoren 

Ein VeUgleich deU AminoVlXUeVeTXen]en ]ZiVchen 
Re]epWoUen f�U SomaWoVWaWin (SSTR1-5),Galanin 
(Galanin1 und 2) und Opioid (P���G���N�Opioid) 
aXV dem SlXgeU, AllaWoVWaWin (DUoVAlVWR), 
Tachykinin (DrosNKD) und NeuropeptidY 
(DrosNPY) aus Drosophila, Allatostatin 
(SchabeAlstR) aus der Schabe, Allatostatin 
(CamAlstR) und Somatostatin-lhnlicheU Re]epWoU 
(CamSSTR) aus der Stabheuschrecke. Die 
Somatostatin- sowie die Opioid-Familie bilden eine 
eigenVWlndige Re]epWoUfamilie, Zobei Vie 
vermutlich einen gemeinsamen Ursprung besitzen. 
Die Allatostatin-Re]epWoUen  ]eigen die h|chVWe 
bhnlichkeiW ]X deU Galanin-Rezeptorfamilie. Die 
neu klonierten Rezeptoren sind in blauer Schrift 
gekennzeichnet. Der Balken Kennzeichnet die 
MXWaWionVUaWe pUo 100 AminoVlXUe. 
 
 

 

 

Mit Hilfe der reverse physiology-Strategie konnte der native Ligand des Drosophila-AlstR 

isoliert werden. Der Name Allatostatin wurde urspr�nglich eingef�hrt, da sie die Juvenile-

Hormon-Biosynthese in vitro bei Insekten in der Corpora allata (CA) inhibierte (Tobe, 1980). 

Das Äallato³ Zurde aus der Corpora allata³ abgeleitet, Zeil die Wirkung des Allatostatins das 

erste Mal dort beobachtet wurde. Da das Allatostatin eine inhibierende Wirkung zeigte, wurde 

das Ästatin³ noch hinten hin]ugef�gt. Das Allatostatin Zurde ]uerst aus der K�chenschabe 

(Diploptera punctata), als Neuropeptid identifiziert (Woodhead et al., 1989; Pratt et al., 

1989). Seit 1989 sind mehr als 60 Neuropeptide, die die Juvenil-Hormon-Biosynthese 

inhibieren, aus Insektengehirnen isoliert worden (Hoffmann et al., 1999). Hier]u k|nnen 

einige Beispiele gegeben Zerden: Die K�chenschaben Periplaneta americana (Weaver et al., 

1994) und Blattella germanica (Belles et al., 1994), die Grille Gryllus bimaculatus (Lorenz et 

al., 1998), die Stechm�cke Aedes aegypti (Veenstra et al., 1997), die Schmetterlinge Cydia 

pomonella, Helicoverpa armigera (Duve et al., 1997), die Honigbiene Apis mellifera 

(Unnithan et al., 1995) und der Nachtfalter Manduca sexta (Davis et al., 1997). Das 

Allatostatin ist nicht nur bei den Insekten sondern auch bei den Krustazeen weit verbreitet 

(Duve et al., 1997; Skiebe, 1999). Die Allatostatine vermitteln eine Reihe von wichtigen 

physiologische Prozessen, zum einen durch das neuronale- zum anderen durch das humorale-

System. 
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Sie inhibieren die Sekretion des endokrinenen Systems, haben interneuronale und 

neuromodulierende Effekte und haben einen direkten Einflu� auf die Biosynthese des 

Juvenile-Hormons (Bendena et al., 1999). Das Allatostatin inhibiert bei Drosophila die 

DarmbeZegung, so da� es auch als Gehirn-Darm-Peptid be]eichnet Zird (Glde et al,. 1997). 

In Drosophila konnte durch Immunreaktivitlt das Allatostatin vorwiegend in den Ganglien 

des ZNS identifiziert werden (Yoon und Stay, 1995). Die mRNA des Drosophila-AlstRs wird 

vorZiegend im Kopf und im K|rper der Fliegen e[primiert (Birg�l et al., 1999). Das 

Drosophila-Allatostatin wurde ebenfalls aus dem Kopf und aus dem K|rper isoliert. Diese 

Zeisen darauf hin, da� der Drosophila-AlstR sowie das Drosophila-Allatostatin ubiquitlr 

vorkommen.  

 

Die cDNA f�r den ersten Allatostatin-Precursor Zurde aus der Zeiblichen K�chenschabe 

Diploptera punctata �ber die RT-PCR mit spezifischen Primern amplifiziert (Donly et al., 

1993). Splter konnte aus der cDNA und der genomischen DNA der K�chenschabe 

Periplaneta americana auch der Allatostatin-Precursor amplifiziert werden (Ding et al., 

1995). Der Precursor ist in Domlnen unterteilt (Abb. 4.1), die mit der hydrophoben 

Signalsequen] beginnen und mit den Aminosluren Gl\-Lys/Arg-Arg enden. An diesen 

Aminosluren findet die D-Amidierung und die endoproteolytische Spaltung statt.  
 

 

 
 
 
 
Abb. 4.1 Schematische Darstellung des  Allatostatin-Precursors  aus Periplaneta  americana. Dieser Precursor 
enWhllW 14 AllaWoVWaWin-Peptide (1-14).  
 

 

Die Aminoterminis der Allatostatine sind in der Llnge und der Sequen] sehr unterschiedlich, 

].B. enthllt das Allatostatin1 aus der Diploptera punctata 13 Aminosluren, Zobei das 

Allatostatin vom T\pB 18 Aminosluren enthllt. Das Drosophila-Allatostatin enthllt 8 

Aminosluren und ist mit dem Helicostatin 3 aus dem Schmetterling identisch (Tab. 3.1). Die 

meisten Allatostatine enthalten am Carboxyterminus die konservierte Pentapeptid-Sequenz Y-

X-F-G-L-Amid (Duve et al., 1997; Glde et al., 1997, Veenstra et al., 1997; Veelart et al., 

1998). Es gibt auch einige Peptide, die diese Pentapeptidsequenz nicht vorweisen, z.B. in der 

Heuschrecke S. gregoria endet das Pentapeptid mit einem Valin, in einigen Fliegen mit einem 

Methionin (Duve et al., 1993; 1994). 

Signalpeptid   Spacer 1    2   3   4    Spacer      5    6    7    8     9   10   Spacer  11   Spacer  12  13 14 
14 
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Das Drosophila-Allatostatin endet ebenfalls mit der konservierten Pentapeptidsequen] (Birg�l 

et al., 1999). Es Zird vermutet, da� das Pentapeptid f�r die Re]eptorbindung sehr wichtig ist 

(Hayes et al., 1994; Nachman et al., 1998). Als der Drosophila-AlstR kloniert vorlag und eine 

funktionelle Expression in den Xenopus-Oo]\ten m|glich Zar, Zurde die Aktivitlt von ]Zei 

synthetisch hergestellten Pentapeptiden (Y-S-F-G-L-NH2 und Y-S-F-G-L-COOH)  wie 

bereits beschrieben (3.2.6) in den Xenopus-Oozyten gemessen. Das carboxylierte Pentapeptid 

]eigte keine Affinitlt ]um Drosophila-AlstR, eine Bindung zwischen Agonist und 

Drosophila-AlstR wurde nicht beobachtet. Das amidierte Peptid zeigte hingegen eine hohe 

Aktivitlt. Diese Ergebnisse ]eigen eindeutig, da� der Carbo[\terminus des Allatostatins 

amidiert sein mu�, um mit hoher Affinitlt an den Re]eptor ]u binden. Zudem reichen die 

let]ten f�nf Aminosluren des Peptids f�r eine Bindung an den Drosophila-AlstR aus. Das 

Amid am Carbo[\terminus ist m|glicherZeise durch posttranslationale Modifikationen 

entstanden. Diese Modifikationen verleihen dem Peptid vermutlich eine h|here Resisten] 

gegen�ber en]\matischen Abbau (Belles et al., 1994; Weaver et al., 1994; Woodhead et al., 

1994; Lorenz et al., 1995). 

 

Durch die eingef�hrte und etablierte Methode der funktionellen E[pression im Oo]\ten-

S\stem konnte in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls der native Ligand f�r den Sluger-Orphan-

GPCR, SLC-1, mit Hilfe der HPLC-Fraktionierung und Aktivitltsmessungen in den Xenopus-

Oozyten aufgereinigt und als melanin concentrating hormone (MCH) charakterisiert werden 

(Blchner et al., 1999). Die Xenopus-Oo]\ten eignen sich aus mehreren Gr�nden besonders 

gut als E[pressionss\stem. Als Ei]elle besit]en sie eine sehr hohe Translationsflhigkeit. 

Au�erdem f�hren sie an Fremdproteinen die meisten posttranslationalen Modifikationen, Zie 

G\kos\lierung und Acet\lierung durch und bauen Kanlle korrekt in die Zellmembran ein. Sie 

sind Zegen ihrer Gr|�e einfach ]u handhaben. Ein Vorteil dieses E[pressionss\stems ist auch 

die schnelle und einfache Anal\se der Ergebnisse. Au�erdem haben sie nur Zenige endogene 

Re]eptoren und Kanlle, Zas die Untersuchungen erleichtert im Unterschied zu anderen 

Expressionssystemen, wie z.B. stabil transfizierten CHO-Zellen, an denen die Forskolin-

induzierte Inhibierung des cAMPs nach Stimulierung gemessen wird. Die CHO-Zellen haben 

viele endogene Re]eptoren, die unter Umstlnden die Messungen erschZeren k|nnen. Zudem 

k|nnen die Ergebnisse erst nach einigen Stunden oder auch nach einigen Tagen anal\siert 

werden.  
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In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Verwendung der RT-PCR-Technik aus 

Drosophila melanogaster der Drosophila-GPCR kloniert werden. Der endogene Ligand des 

neuen Drosophila-GPCRs wurde aus Drosophila-K|pfen isoliert, so da� der Drosophila-

GPCR als Drosophila-Allatostatin-Rezeptor (Drosophila-AlstR) klassifiziert werden konnte. 

Die Klonierung von homologen Rezeptoren aus der Schabe und der Stabheuschrecke sowie 

die erfolgreiche Kopplung an den GIRK-Kanal Zeisen darauf hin, da� die in Invertebraten 

Zeit verbreiteten Allatostatine �ber eine Familie von Re]eptoren Zirkt, die strukturell und 

funktionell verwandt zu den Somatostatin-, Opioid- und Galanin-Rezeptoren der Vertebraten 

ist.  

 

Nachdem f�r das Allatostatin der unbekannte Drosophila-AlstR jetzt identifiziert und die 

m|gliche Signaltransduktionskaskade entschl�sselt Zorden sind, k|nnte durch Punktmutation 

in den konservierten Bereichen des Drosophila-AlstRs m|gliche Ligandenbindungsdomlnen 

untersucht Zerden. Diese Daten k|nnten f�r einen Vergleich ]Zischen den Vertebraten und 

Invertebraten hilfreich sein. Um die genaue Funktion des Allatostatins ]u untersuchen, k|nnte 

die Herstellung von mutanten Fliegen und ihrer Analyse ebenfalls sehr hilfreich sein. Das 

Drosophila-Genom enthllt 200 Gene, die f�r GPCRs kodieren (Adams et al., 2000; Clyne et 

al., 2000; Rubin et al., 2000). Davon sind 100 Gene identifi]iert Zorden, die f�r vermutliche 

Neurotransmitter- und Hormon-Rezeptoren kodieren (Brody und Cravchik, 2000). Es sind 

auch Gene identifi]iert, die keine signifikante bhnlichkeit ]u Re]eptoren haben sog. Orphan-

Re]eptoren, die sie vermutlich kodieren k|nnten. Mit Hilfe die hier f�r diese Arbeit 

verZendete Ligandenaufreinigungsstrategie k|nnten die nativen Liganden f�r die Orphan-

GPCRs charakterisiert werden und ihre biologischen Funktionen durch Mutageneseanalysen 

untersucht werden.  
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