e e et o s P V— el &

ruitit Hamburg

|
| :
| Sy Sy e R
i raoNRialh U.CEU‘:,-“?
; LRl S 1
y 9NN
: : {2, 1A 20014
! v At LYV
H

(A




Aus dem
Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie

(Dir.: Prof. Dr. Dietmar Richter)

Identifizierung und Charakterizierung
des Allatostatin Rezeptors aus Drosophila melanogaster,
Periplaneta americana und

Carausius morosus

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades

des Fachbereichs Biologie der Universitdt Hamburg

Vorgelegt von

Necla Birgiil

Hamburg, Januar 2001



Genehmigt vom

Fachbereich Biologie der

Universitdt Hamburg

Auf Antrag von Herrn Professor Dr. Dr. RICHTER

Weitere Gutachter der Dissertation:

Herr Prof. Dr. Udo Wienand und Herr Prof. Dr. Thomas Roeder

Hamburg den 8. Januar 2001



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Arginin

Asparagin

Aspartat

Adecnosintriphosphat

Basenpaare

[B-Endorphin

B-Lipotropin
B-Melanozytenstimulicrendes Hormon
Corticotropin-likc-intermediate lobe peptide
Carboxylterminus

Cyclisches AMP

Komplementire Desoxyribonukleinsdure
»Counts® pro Minute
Komplementire Ribonukleinsiure
Cytosintriphosphat
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Didesoxyadenosintriphosphat
Didesoxycylosintriphosphat
Didesoxyguanosintriphosphat
Didesoxynukleotidtriphosphat
Didesoxythymidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoynbonukleinsiure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidinphosphate
Dithiotreitol
Desoxythimidintriphosphat

50% der effektivsten Konzentration
Extrazellulire Schleifle 1, 2, und 3
Follikelstimulicrendes Hormon
Erdbeschlcunnigung '
Guanosindiphosphat




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

)
1m

OD s 330700

b,
P v,

P.

Phe

growth hormone

G-protein-gated inwardly rectifying potassium channels
GTP-bindindes Protein

Glycin

Diguanosintriphosphat
G-Protein-geckoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Stunde

high-performance liquid chromatography
Isoleucin

Interleukin-8

Isopropylthiogalaktosid

Intrazellulire Schicife 1, 2 und 3
Kilobasen

Kaliumacetat

Lutecinisierendes Homon

Leucin

Lysin

Molar

Matrixunierstiitzter Laser-Desorptions/lonisationstechnik
Massenspekiroskopic

Minute

Mililiter

Milimolar

Botenribonukleinsiure

Aminoterminus

Natriumcitrat

Natriumaceltal

Nano-Amper

Nanometer

Optische Dichte (gemessen bei ciner Wellenldnge von 595, 280, 260 nm)
Polymerasckettenreaktion
Wasserstoflionenkonzentration

Phenylalanin



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Prolin
Pro-Opiomelanocortin
Rapid amplification of cDNA ends
Ribonukleinsiure
Ribonuklease

Umdrchung pro Minute
Sekunde

Serin

Somatostatin-like receptor
Somatostatin 14
Somatostatin 28
Tansmembrandomiine
Schmelztemperatur
thyrcotrope hormonc
Tyrosin

Einheit fir Enzymaktivitit
Untereinheit
Uridintriphosphat
Ultraviolet

Volt

Volumen zu Volumen
Volumen zu Gewicht

Gewicht zu Volumen

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactisid



ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Di¢ finf bisher bekannten Rezeptoren fiir das Neuropeptid Somatostatin (SST) konnen auf
Grund ihrer strukturellen Ahnlichkeit und der konscrvierten Kopplung an intrazelluliire
second messenger Sysieme als cine eigene Proteinfamilie innerhalb der groen Gruppe der G-
Protcin-gekoppelten Rezeptoren betrachtet werden. Sic weisen dabei die groBte Ahnlichhkeit
zur der Familic der Opioid-Rezeptoren auf. Ebenso wie die den Opioid-Rezeptoren konnten
dic SSTRs in einer ganzen Reihe von verschicdenen Vertebraten identifiziert werden, bisher

Jedoch nicht in Invertebraten.

Um dic Evolution dieser Rezeptorfamilic besser zu verstchen, sollte hier versucht werden,
dhnliche Rezeptoren in Invertebraten zu klonieren und funktionell zu charakterisieren.
Ausgehend von konservierlen Scquenzbereichen innerhalb der sieben Transmembranregionen
wurden degenerierte Oligonukleotide konstruiert, um ¢DNAs, die fiir einen moglichen
Somatostatin-Rezeplor kodicren, aus Drosophila melanogaster zu amplifizicren. Nachdem
zucrst cine partielle Sequenz erhalten wurde, dic Ahnlichkeiten zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeploren der Vertebraten aufwies, wurde durch Verwendung der RACE-Technik
anschlieBend dic vollstindige cDNA-Sequenz eines neuen Rezeplors ermittelt. Die abgeleitete
Prolcinscquenz wies in den Transmembranregionen eine Identitit von 30-35 % sowohl zu den
Somaltostatin- und Opioid-Rezeptoren als auch zu den Galanin-Rezeptoren der Siuger aufl.
Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit wurde vermutet, daB der ncuc Rezeptor auch
dhnliche Signaltransduktionswege wie die Somatostatin- und Opioid-Rezeptoren benutzen
konnte. Da SSTRs in vielen Fillen an den GIRK-Kanal (G-protein gated inwardly rectifving
- potassium channel) koppeln und mit diesem Kanal in den Xenopus-Oozyten koexprimiert und
elektrophysiologisch gemessen werden kdnnen, wurde dieser Versuchsansatz auch fiir den
- neuen Rezeptor aus Drosophila gewdhlt. Jedoch bewirkten die zuniichsl ausgewiihlien
potenticllen Liganden (Galanin, Somalostatin, Mct-Enkaphalin, Lcu-Enkaphalin) keine
Aklivicrung des Rezeptors in diesem Expressionssystem. Daher wurde versucht, den
endogenen Liganden des ncuen Rezeptors aus Drosophila-Kdpfen zu isolieren. Ein Peptid-
Rohextrakt aus Drosophila-Képfen zcigte cine starke agonistische Aktivitat auf Rezeptor-
exprimicrenden Xenopus-Oocyten: diese Aktivitit wurde in mehreren Chromatographic-
Schritten zur Homogenitit aufgereinigt. Die Sequenz dieses Peptides wurde
massenspektroskopisch als Ser-Arg-Pro-Tyr-Ser-Phe-Gly-Leu/Ileu-NH; bestimmt.
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‘Da die Molekiilmassen des Leucins und Isolencins identisch sind, konnte nicht unterschieden
werden, welche dieser Aminosiduren  sich am  Carboxyterminus befindet. Ein
- Sequenzvergleich zeigle, daB das identifizierte Peptid aus Drosophila-Kopfen mit dem
'-.Hclicostatin aus Lepidoptera identisch ist. Weiterhin zeigte das Drosophila-Peptid hohe
- Abnlichkeil zum Carboxyterminus der Allatostatine aus Diploptera. Die Identitit dieses nun
 als Drosophila-Allatostatins bezeichneten Peptids als der endogene Ligand des neu klonicrten
Rezer ors wurde dadurch bewiesen, daf e¢in synthetisches Peptid nach der vorliegenden
iSequcnz hergestellt und die Aktivitit in Xenopus-Oozylen gemessen wurde. Das synthetische
:f’eptid zeigle bei der funktionellen Analyse eine hohe Affinitit zu dem ncu identifizierten
Rezeptor, so daB dieser eindeutig als Allatostatin-Rezeptor klassifiziert werden konnle
(ALSTR).

- Dic Klonicrung von homologen Rezeploren aus Schabe und Stabheuschrecke sowic dic
erfolgreiche Kopplung an den GIRK-Kanal belegen, daB die in Invertcbraten weit verbreiteten
Allatostatine tiber eine Familic von Rezeptoren wirken, die strukturell und funktioncll

verwandt zu den Somatostatin-, Opioid- und Galanin-Rezeptoren der Vertebraten ist.
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Fir die Koordination der Zellfunktionen stehen dem  Organismus zwei
Kommunikationssysteme zur Verfligung: zum einen das Nervensystem, zum 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
Synapsen, miteinander in Kontakt. Die synaptische Erregungsiibertragung erfolgt auf
chemischen Wegen mit speziellen Ubertragungsstoffen, sog. Neurotransmittern.
Neurotransmitter sind wie Hormone und andere Wachstumsfaktoren interzelluldre
Botenstoffe. Voraussetzung fiir ihre Wirkung ist das Vorhandensein von spezifischen

Zelloberflachen-Rezeptoren.

Botenstoffe sind in vielen Fillen hydrophile Verbindungen, die nicht durch die Zellmembran
diffundieren konnen, sondern an Rezeptoren binden, die in der Zellmembran der betreffenden
Zielzelle integriert sind. Die Bindung des Liganden an einen spezifischen Rezeptor bewirkt,
daBl das extrazelluldre Signal durch die Zellmembran in das Zellinnere tibermittelt wird und

die Zelle darauthin reagiert.

Membrangebundene Rezeptoren, die interzelluldre Botenstoffe und sensorische Informationen
erkennen, werden in drei Proteinfamilien eingeteilt. Sowohl strukturell als auch aufgrund des
Mechanismus ihrer Signaltransduktion lassen sich die Zelloberflachen-Rezeptoren weiter in
verschiedene Klassen einteilen: ligandengesteuerte Ionenkanile sind Transmitter-abhéngige
Ionenkandle, die vorwiegend bei der schnellen Signaliibertragung zwischen -elektrisch
reizbaren Zellen eine Rolle spielen. Diese Art der Signaliibertragung wird von einer kleinen
Zahl von Neurotransmittern vermittelt, die voriibergehend Ionenkanile, an die sie binden,
offnen und schlieBen. Sie dndern dadurch kurz die Permeabilitit 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 zytoplasmatische Doméne besitzen, die z.B. eine

tyrosinspezifische Proteinkinaseaktivitit zeigen konnen.
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Unter der Familie membrangebundener Rezeptoren, die interzelluldre Botenstoffe und
sensorische Informationen erkennen, stellt die G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Familie
(GPCR-Familie) die am hédufigsten vorkommende Proteinfamilie dar. Die Wechselwirkung
zwischen Rezeptor und Enzym (z.B. Adenylatzyklase) oder lonenkanal wird durch ein drittes
Protein, das GTP-bindende Regulator-Protein (Guanylnucleotid-bindendes Protein oder G-
Protein), vermittelt. Diese 16st meist eine Reaktionskette aus, die die Konzentration eines oder
mehrerer kleiner, intrazelluldrer Signalmolekiile, der sogenannten intrazelluldren Botenstoffe
(oder intrazelluldaren Mediatoren), dndert. Diese Molekiile verdndern ihrerseits das Verhalten
anderer Zielproteine in der Zelle. Die beiden wichtigsten intrazelluldren Botenstoffe sind
zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und Kalzium (Ca™). Die GPCRs binden
allerdings nicht nur an G-Proteine. Studien haben gezeigt, daf sie u.a. mit PDZ-Doméne-
haltigen Proteinen interagieren konnen (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 Konformationsinderung der Transmembrandoménen stellt eine Antwort auf die
Rezeptoraktivierung dar. Biochemische Analysen zeigen, wie in dem Beispiel des
Rhodopsins, dal3 durch eine Konformationsédnderung des TM III- und des TM VI-Bereiches
das G-Protein von der inaktiven Form in die aktive Form iibergeht, welche die G-Protein-
Bindungsstellen zugénglich macht (Farrens et al., 1996; Bourne, 1997; Javitch et al., 1997).
Bei den meisten GPCRs sind in der ersten und zweiten extrazelluldren Schleife zwei
Cysteinreste konserviert. Moglicherweise sind sie fiir die Stabilisierung wéhrend der

Konformationséinderung notwendig.

Die Bindung eines extrazelluliren Liganden verdndert die Konformation der
zytoplasmatischen Doméne des Rezeptors. Dieser bindet darauthin an ein G-Protein, daf3
seinerseits ein Plasmamembran-Enzym aktiviert (Gs«) oder inaktiviert (Gi«). Manchmal bindet
das G-Protein auch an einen Ionenkanal und nicht an ein Enzym. Die Funktion des G-Proteins
hingt entscheidend von der Struktur seiner Untereinheiten ab. Das G-Protein besteht aus drei
Polypeptiden, einer 45 kD a-Kette (Ga) und einem festen Komplex aus einer 35 kD B-Kette
und einer 7 kD y-Kette (Gpy). Es kommt in einer GDP- und einer GTP-Form vor (Abb. 1.1).
Die GTP-Form veridndert die Konzentration der intrazelluldren 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 ermdéglicht die Bindung von GTP. Die a-Untereinheit mit dem GTP
(Gu-GTP) dissoziiert von der By-Kette. Das Go-GTP dndert die Aktivitdt der Adenylatzyklase,

welche die Konzentration der intrazelluldren Botenstoffe verdndert.

GTP _ GDP
N_7

V"

_|_

inaktive Form Pi aktive Form

Abb. 1.1 Aktivierung des G-Proteins durch den Austausch von GDP gegen GTP

G-Proteine kénnen eine inaktive GDP-Form und eine aktive GTP-Form annehmen. Der Austausch von
gebundenem GDP gegen GTP wird vom Agonisten-Rezeptor-Komplex katalysiert. Ga-GTP dndert die Aktivitdt
der Adenylatzyklase, welche die Konzentration eines oder mehrerer kleiner intrazellulirer Botenstoffe dndert.
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 InformationsfluB innerhalb der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren einleiten. Zwei Agonisten, die den Informationsflufl fiir die Somatostatin- und
Opioid-Rezeptoren einleiten, sind das Somatostatin- und das Opioid-Peptid. Somatostatin-14
(SST-14) ist ein Peptid aus 14 Aminosduren, welches zuerst aus dem Hypothalamus des
Schweins isoliert wurde (Brazeau et al., 1973). Neben dem biologisch aktiven SST-14
existiert noch eine hohermolekulare, ebenfalls biologisch aktive Form, das Somatostatin-28
(SST-28). Dieses Peptid ist am Aminoterminus um 14 Aminosduren verldngert (Pradayrol et

al., 1980).

11
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SST-14 und SST-28 stammen von einem gemeinsamen Prohormon, das Praprosomatostatin,
ab (Goodman et al., 1980; Montminy et al., 1984). Nach Abspaltung des 24 Aminosduren
langen Signalpeptids entstehen durch proteolytische Spaltung an mono- und dibasischen
Aminosduren des Prosomatostatins (92 Aminoséduren) 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 Bauchspeicheldriise vor (Reichlin, 1983;
Epelbaum, 1986). Die physiologischen Effekte des Somatostatins sind regulatorisch, z.B.
inhibiert es die Sekretion von Wachstumshormonen (GH), Schilddriisen-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 Bauchspeicheldriise (Brazeau et al., 1973; Reichlin, 1983; Epelbaum, 1986)

wird durch Somatostatin bewirkt.

Die Opioid-Peptide sind auf drei Vorstufen zuriickzufiihren: am Carboxyterminus des Pro-
Opiomelanocortins (POMC) befindet sich das 31 Aminosduren lange B-Endorphin (B-END)
und seine aus 91 Aminosduren bestehende Vorstufe B-Lipotropin (B-LPH), die bei einigen
Spezies auch B-Melanozytenstimulierendes Hormon (B-MSH) enthélt. In der Mitte des
POMC-Molekiils befindet sich das aus 39 Aminosduren bestchende ACTH, das auch in a-
MSH und ein corticotropindhnliches Peptid des Hypophysenzwischenlappens (Corticotropin-
like intermediate lobe peptide, CLIP) oder ACTH gespalten werden kann. Am
Aminoterminus befindet sich -MSH. Pro-Enkephalin enthélt sieben aktive Peptide: viermal
das Pentapeptid Methionin-Enkephalin, zwei am Carboxyterminus verlidngerte Formen des
Methionin-Enkephalins und Leucin-Enkephalin. Aus Pro-Dynorphin entstehen die 8-32
Aminosduren langen Dynorphine (a-bzw.-Neoendorphine, Dynorphin A und Dynorphin B)
(Simon, 1991; Akil et al., 1984). Bis auf B-Endorphin, das u.a. auch die Wirkung eines
Hormons hat, werden die endogenen Opioide im Blut sehr rasch abgebaut und konnen daher
keine morphindhnlichen Analgetika ersetzen. Opioide spielen eine signifikante Rolle in der
Nozizeption, in respiratorischen, kardiovaskuldren, gastrointestinalen und immunologischen
Prozessen, Neurotransmittersekretion und der Regulation der Korpertemperatur (Olson et al.,

1992).

12
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Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren haben alle eine zentrale Kerndoméne, die aus sieben
alpha-helikalen Transmembranregionen (TM I-TM VII) besteht. Der Aminoterminus mit
seinen putativen Glykosylierungsstellen befindet sich im extrazelluliren Raum und der
Carboxyterminus im intrazelluliren Raum. Diese Transmembranregionen sind mit drei
extrazelluldren (el, €2, €3) und drei intrazelluldren (i1, 12, 13) Schleifen verbunden (Abb 1.2).
Die Rezeptoren unterscheiden sich in der Lange des Aminoterminus, Carboxyterminus und
der extra- und intrazelluldren Schleifen. Funktionelle Analysen der chimiren und mutierten
Rezeptoren zeigen jedoch, dall eine Dimerisierung moglich ist (Maggio et al., 1993; Mannot
et al., 1996). Diese Dimerisierung ist vermutlich fiir die Aktivierung der Rezeptoren wichtig

(Herbert et al., 1996).

Licht Ca'™ Geruchsstoffe  Kleine Molekiile Proteine

Pheromone -Aminosduren -TSH
-Nukleotide -LH
-Prostaglandine -FSH
-Peptide -Interleukine
-Chemokine
-a-Latroxin
el ) e3
Aullen N NH,
7 TM-Rezeptor Effektoren
-Enzyme
-Kanéle
Innen . il I(lI-O-OH @ *Tntrazelluléire
12 g
13 Botenstoffe

G-Protein

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die sieben TM-Domdnen sind durch die intrazelluldren (il, i2, i3) und extrazelluldren (el, e2, e3) Schleifen
miteinander verbunden. Durch verschiedene Molekiile, die als Ligand fungieren, wie z.B Geruchsstoffe, Licht
oder auch Ca*? , wird die Konformation des Rezeptors verdndert, der Rezeptor bindet an ein G-Protein und der
Signaltransduktionsweg wird eingeleitet.
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Die GPCRs werden nach ihrer Primérstruktur in drei Familien eingeteilt. Sequenzvergleiche
unter den Familien der GPCRs zeigen keine Ahnlichkeit. Die erste Familie unterteilt sich in
drei Subfamilien, wobei sich die Unterteilung nach der Bindungsstelle, der Grofe und der
chemischen Natur des Liganden richtet (Bockaert und Pin, 1999) (Abb.1.3). Die Subfamilie
la wird durch kleine Liganden wie z.B. Catecholamine aktiviert. Der Ligand bindet in der
Einbuchtung, die von den TM-Doménen III und IV gebildet wird. Ein gutes Beispiel hierzu
ist der lichtaktivierte Rezeptor Rhodopsin. Bei der Subfamilie 1b sind die Liganden meistens
kleine Peptide, die mit der extrazelluliren Schleife und der N-terminalen Doméne
interagieren. Die Subfamilie 1c wird durch groBe Proteine aktiviert. Die Rezeptoren haben
eine grofle N-terminale extrazelluldre Doméne, welche an Glycoproteine bindet und somit die
Kerndomidne durch Interaktion mit der el- und e3-Schleife aktiviert (Ji und Ji, 1995;
Fernandez und Puett, 1996).

Die zweite Familie wird durch groBe Peptide wie Glukagon oder Sekretin aktiviert. Die
verhéltnismiBig lange N-terminale Doméne spielt eine grofle Rolle bei der Bindung des

Liganden (Pantolini et al., 1996).

Die dritte Familie der GPCRs umfalit die metabotropischen Glutamat-Rezeptoren, die
Pheromon-Rezeptoren und die GABAg-Rezeptoren. Alle diese Rezeptoren besitzen eine sehr
lange extrazellulire Doméne, welche eine geringe, aber signifikante Sequenzihnlichkeit zu
dem periplasmatischen Bindungsprotein der Bakterien aufweist. Im Bakterium ist dieses
Protein an Transportvorgingen, z.B. Transport von Aminosduren, lonen, Zucker oder
Peptiden, beteiligt. Die Form dieses Bindungsproteins #hnelt einer Venusfliegenfalle.
Aufgrund der Sequenzhomologien wird so eine &dhnliche Struktur fiir die Bindung der

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

Die Somatostatin- und die Opioid-Rezeptoren gehoren zur 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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COOH

COCH

_NH2

”

Abb.1.3 Einteilung der GPCRs
Die Einteilung richtet sich nach der Struktur des Rezeptors, der Grifle, der chemischen Natur sowie der
Bindungsstelle des Liganden

Familie 1

Subfamilie la: 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, a-Latrotoxin, Sekretine, PTH,
VIP, PACAP, GnRH, CRF

Familie 3

Glutamat, GABA, Pheromone
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Bisher wurden fiinf verschiedene Subtypen 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 %
Ahnlichkeit auf Aminosiureebene die am niichsten verwandte Familie zu 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-, k-, 8-, Orphanin FQ. Sie unterscheiden sich in ihrer Affinitdt zu
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 Adenylatzyklase und einer dadurch vermittelten Senkung des intrazelluldren
cAMP-Spiegels. Desweiteren haben sie modulierende Effekte auf die Kalium- und Kalzium-

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

Die Sduger-GPCRs fiir 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;
u-, k-, 8-, 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 evolutiondren Stadium diese Vielzahl an Subtypen entstanden ist. Um diese
Fragestellung zu 16sen, sind Versuche an niederen Vertebraten und Invertebraten durchgefiihrt

worden.

Bei den niederen Vertebraten konnten SSTR- und Opioid-dhnliche Gene charakterisiert
werden, z.B. konnten durch die Verwendung von degenerierten Oligonukleotiden aus dem
Knochenfisch Catostomus commersoni cDNAs 1soliert werden, welche fiir sechs
unterschiedliche Opioid-Rezeptor-dhnliche Proteine kodieren. Eine dieser cDNAs konnte in

voller Lange isoliert werden.
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Diese c¢DNA kodiert fiir ein 383 Aminosduren langes Protein, welches eine
Sequenzéhnlichkeit zum Séduger-Opioid-Rezeptor zeigt (Darlison et al., 1997). Die cDNA,
welche fiir SSTR3 codiert, wurde ebenfalls von dem niederen Vertebraten Apteronotus
albifrons kloniert (Sieler et al., 1999). Diese Daten deuten darauf hin, da3 Somatostatin- und

Opioid-dhnliche Rezeptoren schon vor der Evolution der Vertebraten existiert haben.

p-OPIOID
— 5-OPIOID
xk-OPIOID
Abb. 14 Verwandschaft abgeleiteter
NOCICEPTIN / OFQ Aminosiuresequenzen von GPCRs aus
GPR7 Vertebraten
- Gezeigt ist ein Vergleich der Aminosduresequenzen
GPRS8 zwischen Rezeptoren fiir Somatostatin, Opioid, G-
Protein gekoppelter Rezeptor 7- und 8 und Melanin
SSTR4 concentrating hormon. Die abgeleiteten
SSTR1 Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe des , pile
up “-Programms der GCG (GeneticsComputer
SSTRS Group, Inc. Madison, USA) -Software verglichen.
SSTR2 Der Balken.unte"n kennzeichnet die Mutationsrate
pro 100 Aminosduren.
SSTR3
SLC/MCH

In welchem evolutiondren Stadium diese Vielzahl an Subtypen entstanden ist, ist ungeklart.
Um eine SchluBfolgerung iiber die evolutiondre Entstehung der GPCRs zu ziehen, sind
Versuche an niederen Vertebraten und Invertebraten durchgefiihrt 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 fiir die Rezeptoren fiir Tachykinin und Neuropeptid Y kodieren. Die nativen Liganden
dieser Rezeptoren konnte bisher nicht isoliert werden. Die Rezeptoren konnten jedoch durch
das Sauger-Tachykinin-Peptid und das Sduger-Neuropeptid Y stimuliert werden (Monnier et
al., 1992). Bei Insekten sind die 7 TM-Doménen-Rezeptoren in Hinsicht auf den natiirlichen
Liganden bisher nicht charakterisiert. Eine Ausnahme stellt der Rezeptor fiir 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 (Géade et al., 1997; Vanden Broeck et al., 1998). In Vertebraten umfafit die
GPCR-Familie 1000-2000 Mitglieder (mehr als 1 % des Genoms). Bei C. elegans codieren 5
% des gesamten Genoms fiir die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (ca. 1100 GPCRs), dieses
stellt die grofte Genfamilie dar.

17



EINLEITUNG

Die GPCRs sind evolutiondr konserviert, sie sind bei Pflanzen (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 élteste Vorrichtung, die fiir die
Signaltransduktion sorgt. Die vorliegenden Sequenzinformationen sind allerdings nicht
ausreichend, um genauere Schlullfolgerungen iiber die evolutiondre Entstehung von GPCRs,

die man bei Vertebraten findet, zu zichen.

Da bis zu Beginn dieser Arbeit kein Somatostatin- und Opioid-&hnlicher Rezeptor in
Invertebraten kloniert war, sollte hier versucht werden, solche Rezeptoren in Invertebraten zu
klonieren, zu charakterisieren und ihre Genexpression zu vergleichen. Aus evolutiondrer Sicht
wire es ein wichtiger Aspekt, die Verwandtschaft dieser GPCRs zu untersuchen. In dieser
Arbeit wurde ein Invertebrat, die Fruchtfliege Drosophila melanogaster, verwendet, um zu
untersuchen, wie sich mogliche Somatostatin- und Opioid-dhnliche Rezeptoren dieser
evolutionidr weit von Vertebraten entfernten Spezies unterscheiden konnten, und ob ihre
Primédrstruktur im Vergleich mit den Vertebraten Aufschlul3 iiber wichtige konservierte

Bereiche und mogliche Ligandenbindungsdoménen geben konnte.
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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
(Groningen, Holland) und Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

Restriktionsendonukleasen, DNA- sowie RNA-Polymerasen, DNasen, RNasen, DNA-
GroBenstandards, sowie RNase-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 Nihrmedien und hiufig verwendete Losungen

Néhrmedien zur Kultivierung der verwendeten Escherichia coli-Stimme (Sambrook et al.,

1989).

Alle Medien wurden nach ihrer Herstellung autoklaviert.

LB-Medium: 10g Bacto-Pepton
S5¢ Hefeextrakt
10g NaCl

ad 1000 ml Aqua tridest pH 7,5

LB-Agar: 15¢g Agar
ad 1000 ml LB-Medium

LB-Topagarose: S5¢g Agarose
ad 1000 ml LB-Medium

19



MATERIAL UND METHODEN

2.1.2.1 Nahrmedien zur Ziichtung von Drosophila melanogaster

Drosophila-Futter

10g
35¢g
I5¢g
10g
1 El
30g
I5¢g
30g
10 ml
Sml
Ad 500 ml

Agar
Backerhefe
Maismahl
Weizenkeime
Soja-Mehl
Glukose
Sucrose
Sirup
Tegosept
Propionsédure
H>O

Das Drosophila-Futter wurde nach der Herstellung aufgekocht. Die Propionsdure und das

Tegosept wurden nach dem Abkiihlen dazugegeben.

2.1.2.2 Haufig verwendete Losungen:

1x TAE:
10x PBS:
20x  SSC:

6 x Agarosegel-
Ladepuffer

100 x Denhardts

1x TE-Puffer

40 mM Tris/Acetat pH 8.0
1 mM EDTA

1.4 M NaCl

17 mM KClI

100 mM NaHPO4

3iM NaCl

0.3 M Natriumcitrat

30 % Glycerol

0.25 % (w/v) Bromphenolblau

1 % (w/v) BSA

1 % (W/v) Ficoll

1 % (w/v) Polyvinylpyrolidon
10 mM Tris/HCI pH 8.0

1 mM EDTA
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2.1.3 Bakterienstimme und Vektoren
2.1.3.1 Bakterienstimme

XL1-Blue : SupE 44, hsd R17, rec Al, end A1, gyr A46, thi, rel Al, lac’
Topl10F’ : F’{proAB, laclq, lacZAM15, Tn10 (tetymcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
$80 AlacZAM15 NacX74 deoR recAl araD139 Xara,leu) 7697 gaiU

gaiK A-rpsstreptomycin’) endA1 nupG

2.1.3.2 Vektoren

Bgln Nrul v17

Pyul Ndel HindII

Kpnl
BamHI
Pcmv BstXI
EcoRI
Mcsv EcorV
BstXI
Notl
Xhol
Xbal
Apal

A sps

ColElorigin ~ PCDNA3
5400 bp

Neomycin

Bsml

Tth111I

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 (fl origin), SV40 Promotor (SV40), Neomycinresistenz (Neomycin), SV40-
Polyadenylierungssignal (SV40), Replikationsstartpunkt (ColElorigin), Ampizillinresistenz (Ampicillin). Dieser
Expressionsvektor pCDNA3 wurde zur Vermehrung von Plasmiden in prokariotischen Systemen verwendet.
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Sspl 2850  SSPL 1O v
Apal
Xhol
Acel
Clal
HindIII
EcoRV
EcoRI
Pstl
Sacl 759 Smal
'BssHII 79 BamHI
Xbal
Pvull 977 Notl

AT3

Xmnl 2545

1 origin

Scal 2526

pBluescript Il SK +/-

Phagemid vector

Pvul 2416

2961 bp

ColEl origin

Afil 1153

Abb. 2.2 Prokariontischer Expressionsvektor pBluescript IT SK+

Gezeigt ist die schematische Darstellung des Expressionsvektors pBluescript Il SK+ mit den
Restriktionsschnittstellen des multiplen Klonierungsabschnittes. Dieser Abschnitt wird von den Promotoren T3
und T7 flankiert. Weitere Merkmale sind folgenderweise gekennzeichnet: [3+Galactosidase (lacZ),
Replikationsstartpunkt (f1 origin), Replikationsstartpunkt (ColE1origin), Ampizillinresistenz (Ampicillin). Dieser
Expressionsvektor pBluescript 11 SK+ wurde zur Vermehrung von Genabschnitten in prokariontischen Systemen
verwendet.

Sacl

Smal
BamHI
EcoRI
Xbal
HindIII

pGEMHE
3022 bp

Pstl

Sp6 Sphl
Nhel

ori

Abb. 2.3 Eukariontischer Expressionsvektor pPGEMHE

Gezeigt ist die schematische Darstellung des Expressionsvektors pGEMHE mit den fiinf
Restriktionsschnittstellen der multiplen Klonierungsstelllen (MCS), Dieser Abschnitt wird von der 5 -und 3 -
untranslatierten Region des [3-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-Qozyten-
System benutzt.
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2.1.3.3 cDNA-Bibliothek

Die cDNA-Bibliothek fiir den Knochenfisch Eptatretus stouti wurde aus dem Hypothalamus-
Gewebe in den A ZAPII-Vektor gerichtet iiber die EcoRI-Schnittstelle durch J. Heierhorst
einkloniert. Die cDNA-Bibliothek fiir den Knochenfisch Catostomus commersoni wurde
ebenfalls aus dem Hypothalamus-Gewebe in den A gtll-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-Réhrchen geziichtet. Weil der Lebenszyklus 10
Tage dauert, wurden die Fliegen alle 10 Tage in frisches Medium umgesetzt oder abgeerntet.
Vor dem Ernten wurden die Fliegen 5 min im Kiihlraum gehalten. Somit konnte die
Bewegungsaktivitit der Fliegen gehemmt werden. Sie wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieend iiber Nacht bei —80 °C gelagert. Am folgenden Tag wurden
die Fliegen durch starkes Schiitteln teilweise zerkleinert und direkt {ber drei
iibereinanderliegende Analysensiebe (Maschenweite 150pum, 710um, 1000um, Retsch)
gesiebt. Im untersten Sieb wurden die Kopfe der Fliegen und im mittleren Sieb die Korper der

Fliegen gesammelt. Diese wurden bei —80 °C gelagert.

Zur Isolierung der Embryonen-, Larven- und Puppen-Gewebe wurden spezielle
Apfelsaftplatten (Drosophila-Nahrmedium mit 30% Apfelsaft) angefertigt. Nach Umsetzung
der Fliegen wurden die Embryonen nach einem Tag mit HoO aus den Platten gespiilt. Zur
Entfernung der Hefe wurden die Embryonen mehrmals auf einem Siebgewebe aus Polyamid
mit H>O gewaschen und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Larven wurden nach 3
Tagen und die Puppen nach 5 Tagen abgeerntet und auch in fliissigem Stickstoff

schockgefroren.

2.1.5 Oligonukleotidsequenzen

Alle verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden im Institut Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie hergestellt. Die fettmarkierten Basen stellen die Schnittstellen der

Oligonukleotide und rechts davon das zugehorige Enzym dar.

23



MATERIAL UND METHODEN

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
Drosil-Primer :CAC GGA TCC ACA ATC ATG TAC TGG ACA AAC BamHI
Drosi2-Primer : AGG GAA TTC GGC GCG TCA CCC GAATGG TTG EcoRI
Drosi3-Primer : CAG GAA GCG ATC AAA GGA CAT CAG

Drosi4-Primer : GCT GCA AACCTT CCG CAG GAGTC

Drosi6-Primer : AGG GAA TTC GGA CAA ACT TGC ACC ACAACACATT EcoRI
DrosiATG-Primer : GCC AAG CTT ATG GCT GGC CAT CAG TCG GC HindIII
Drosi7-Primer :CCTCT AGA TTA GAG CAT TTC AAT ATT GGA CC Xbal

DrosAktinF1-Primer : GAG CAC GGT ATC GTG ACC AAC
DrosAktinR1-Primer : GAG GGC ATA ACC CTC GTA GAT

SSTR2/Drosi.forw: : CAG ACA GAG CCATACTAC

SSTR2/Drosi.rev. : GAA CGG ATC GTA TCC

Schabel : 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 Xbal
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

CamsstRS : GG GAA TTC GGCGCTCATCTTCACGCCGCC EcoRI
2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Ribonukleinsiure (RNA)

Allgemein gilt fiir das Arbeiten mit RNA, daf} alle verwendeten Materialien und Lésungen

RNase-frei sein miissen.
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2.2.1.1 RNA-Isolierung aus Gewebe

Losungen:

Lysis-Bindungspuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8.0
500 mM LiCl
10 mM EDTA
1 % SDS

Waschpuffer 100 mM Tris/HCI pH 8.0
250 mM LiCl
2 mM EDTA
0.5 % SDS

Waschpuffer I: 50 mM Tris/HCI pH 8.0
250 mM LiCl
2mM EDTA

Waschpufter II: 10 mM Tris/HCI pH 8.0
150 mM LiCl
1 mM EDTA

Fiir die direkte Isolierung der mRNA aus dem Gewebe wurde die Dynabeads Oligo(dT)s 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)2s) an einer festen Matrix fixiert sind. Die Bindung erfolgte
durch Basenpaarung der Poly(A)"-Ketten mit den Oligo (dT)-Ketten.

In Stickstoff eingefrorenes isoliertes Gewebe (ca. 50 mg) wurde in einem Morser unter
Stickstoffgabe fein zermahlen und in Lysis-Bindungspuffer mit einem Homogenisator (Potter)
vollstindig suspendiert. Nach einer Zentrifugation von 2 min bei 10000 g wurde der
Uberstand auf 4 EppendorfgefiBe mit je 250 ul Dynabeads Oligo(dT),s verteilt. Das
Homogenisat wurde mit den Dynabeads vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur
unter leichtem Schwenken im Eppendorfgefd3 inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Eppendorfgefdale mit Homogenisat und den Dynabeads im Magnetsténder fiir 2 min belassen.
Der Uberstand wurde abgenommen und je 2 x mit Waschpuffer I und II gewaschen. Die

aufgereinigte mRNA wurde anschlieBend mit 1 mM EDTA eluiert.
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2.2.1.2 Northern-Blot-Analyse (Sambrook ez al., 1989)

Losungen:

10 x MOPS:

Gellaufpuffer:

Agarosegel:

RNA-Probenlosung:

RNA-Elektrophorese

200 mM MOPS pH 7.0
5mM EDTA
40 mM Natriumacetat

10 x MOPS 1:10 mit depc-H2O verdiinnt
(1 x MOPS-Pufter)

9 ml 37 % Formaldehyd-Ldsung
0.5 g Agarose (1 %)

36 ml depc-H>O

5 ml 10 x MOPS

11 pl Poly (A)"-RNA Probe (5 pg)
5 ul 10 x MOPS

9 ul 37 % Formaldehyd-Losung

25 ul 50 % deionisiertes Formamid
0.18 pul Ethidiumbromid (10 mg/ul)

RNA-Probenlosung sowie RNA-Lédngenstandard (0.24-9.5 Kb) wurden fiir 15 min bei 55 °C

inkubiert und sofort auf Eis abgekiihlt. Nach Beladen des Gels wurde eine Spannung von

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

dokumentiert, zur Entfernung des Formaldehyds wurde das Gel kurz in depc-H>O geschwenkt

und direkt einem 10-15-stiindigen Kapillartransfer mit 10x SSC auf eine Hybond N-

Nylonmembran (Amersham) unterzogen. AnschlieBend wurde dieser Northern-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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Prahybridisierung und Hybridisierung eines Northern-Blots

Hybridisierungslosungen:

50 % deionisiertes Formamid
5x SSC

I mM EDTA

10 x  Denhardts

0.1 % SDS

1 ml Heringssperma-DNA (10 pg/ml), 5 min bei 100 °C denaturiert, zur
Prahybridisierungslosung zugegeben.

In dieser Losung wurde der Northern-Blot fiir 3-4 h bei 50 °C vorhybridisiert und
anschlieBend 15 h mit einem *?P-markierten (siehe 2.2.2.7) spezifischen cDNA-Fragment
(10ng/ml) mit einer Aktivitit von 10° cpm/ml Hybridisierungslosung bei der gleichen
Temperatur hybridisiert. Danach wurde der Northern-Blot mit 2 x SSC/0.1 % SDS je zweimal
fiir 5 min bei RT und mit 2 x SSC / 0.1% SDS je zweimal fiir 15 min bei 55 °C gewaschen
und mit Verstédrkerfolien fiir 4 Tage auf einem Kodak XAR 5 Film bei —80 °C exponiert.

2.2.1.3 In vitro Transkription

Reaktionsansatz:

Sul linearisierte rekombinante Plasmid-DNA (1 pg/ul)
14 nl T7-RNA-Polymerasen-Puffer

1 ul RNasin (1 pg/ul)

6 ul DTT (100 mM)

6 ul rGTP (10 mM)

6 ul rATP (10 mM)

6 ul rCTP (10 mM)

6 ul rUTP (10 mM)

6 ul m7G(5)ppp (57) G (10 mM)
11 pl depc-H>O

3ul T7-RNA-Polymerase (5 U/ul)

Die Linearisierung der Plasmid-DNA erfolgte im 3’-Bereich am Ende der zu
transkribierenden DNA durch eine geeignete Restriktionsendonuklease. Die Verwendung der
T7-RNA-Polymerase bezieht sich auf das Plasmid pGEMHE (2.1.3.2). Alle Losungen wurden
auf Eis gelagert, bei RT in der angegebenen Reihenfolge zusammengegeben und fiir 2 h bei

37 °C inkubiert.
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Damit am Schluf3 nur die reine RNA vorliegt, wurde mit 3 ul DNase und 1 pul RNasin 15 min
bei 37 °C die DNA-Matritze abgebaut, abschlieBend mit Phenol/Chloroform extrahiert und in
Ethanol gefillt. Die so erhaltene RNA triigt durch den Uberschu8 an GpppG gegeniiber GTP
eine Cap-Struktur. Dadurch kann eine mégliche Degradation der in vitro transkribierden RNA

(cRNA) deutlich vermindert werden.
2.2.1.4 cDNA-Synthese (Sambrook et al., 1989)
2.5 pul mRNA (1 pg) und 4 pl des Startermolekiils Oligo p(dT) (I mg/ml) wurden

zusammengegeben, fiir 5 min auf 70 °C erhitzt und sofort auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend

wurden folgende Losungen und Substanzen hinzugegeben:

0.5 ul RNasin (10 U/ul)

4.0 ul 10 mM dNTP-Mix

4.0 ul 5 x reverse Transkriptase-Puffer
1.0 ul DTT (10 mM)

2.0 ul reverse Transkriptase (400 U/ul)

Es folgte dann eine 40 miniitige Inkubation bei 37 °C. Zur Erhéhung der Ausbeute wurden
erneut 2 pl reverse Transkriptase unter den gleichen Inkubationsbedingungen zugegeben.
Beendet wurde die Reaktion durch Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase, durch eine

10 miniitige Inkubation 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-haltige Losung mit Phenol
gemischt, mehrfach invertiert und zur Phasentrennung kurz zentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt
wurde mit der wéassrigen Phase im Verhiltnis 1:1 zundchst mit einem Phenol/Chloroform
(1:1)-Gemisch und dann mit reinem Chloroform wiederholt. AnschlieBend wurde die RNA

mit Ethanol gefillt.
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2.2.2 Arbeiten mit Desoxyribonukleinsiure (DNA)

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

PCR zur Amplifizierung nicht bekannter Bereiche mit Hilfe degenerierter Primer

Fiir die RT-PCR mit den degenerierten Primern wurde die Tag-DNA-Polymerase verwendet,

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

Substanzen und Losungen in der angegebenen Reihenfolge pipettiert:

Sul cDNA

100 pmol je Primer

Sul 10 x Puffer

2.5mM MgCl,

200 uM je dNTP

25U Tag-DNA-Polymerase

ad 50 pl H>O

Die Temperaturzyklen wurden individuell abgestimmt. Uberwiegend wurde in einem Perkin
Elmer Thermal-Cycler je Zyklus 1 min bei 94 °C denaturiert, wobei die DNA in ihre
Einzelstinge aufgetrennt wird. AnschlieBend konnten die gewdhlten Primer entsprechend
ithrer errechneten Schmelztemperatur (Tm) fiir 1 min an der DNA-Matritze hybridisieren und
am Ende eines jeden Zyklus erfolgte 1 min bei 72 °C die Elongationsreaktion an den
angelagerten Primern (insgesamt 33 Zyklen). Die Schmelztemperatur errechnet sich nach der
Formel Tm= 4x (G+C) +2x (A+T) [°C], wobei G, C, A und T fiir die Anzahl des jeweiligen
Nukleotids stehen.

RACE-PCR

Die RACE-PCR-Technik (rapid amplification of cDNA ends) wurde zur Vervollstindigung
des offenen Leserahmens der cDNA der Allatostatin-Rezeptoren aus Drosophila, der Schabe
und der Stabheuschrecke verwendet. Fiir das 5’-Ende wurde ein genspezifischer Primer fiir
die Synthese der cDNA verwendet. Der neu synthetisierte cDNA-Strang endete mit einem
Homopolymerschwanz von Adeninbasen, den man mit Hilfe einer terminalen Transferase an
das 3’-Ende anhing. Die entstandene cDNA diente anschlieBend als Matrize fiir

Amplifizierungen, wie sie fiir die RACE-PCR am 3’-Ende unten beschrieben ist.
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Die Substanzen fiir die Durchfiihrung der RACE-PCR stammten von der Firma Boehringer
Mannheim. Fiir diese PCR wurde ebenfalls Tag-DNA-Polymerase verwendet. Das PCR-
Programm sowie die Mengen der benutzten Bestandteile richteten sich nach dem RACE-

Protokoll.

Fir eine RACE des 3’-Endes wurde die Synthese des ersten cDNA-Stranges mit einer
reversen Transkription an einem Oligo(dT)-Primer gestartet. Fiir die erste Amplifizierung
wurde der genspezifische und der @uBlere Primer (PCR-Anker-Primer) verwendet. Zur
weiteren Vervielfiltigung wurde ein Teil der Reaktionslosung (1 pl) fiir die zweite PCR-
Reaktion als Matritze verwendet. Hierfiir wurde der zweite genspezifische Primer und 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
Klonierung der amplifizierten DNA in den gewiinschten Vektor ermdglichen. Der Primer am
5’-Ende wurde direkt auf dem Startcodon und der Primer am 3’-Ende auf dem Stopcodon
begonnen. Fiir diese PCR wurde die Vent-DNA-Polymerase verwendet, da diese iiber eine
Exonuklease-Aktivitdt verfiigt, und somit die Mutationsrate deutlich verringert ist. Die PCR-

Bedingungen entsprachen den oben genannten.

2.2.2.2 Konstruktion von chiméren Rezeptor-cDNAs

Diese Methode wurde fiir die Konstruktion der Chimére aus dem Somatostatin-Rezeptor 2 der
Ratte und dem Allatostatin-Rezeptor aus Drosophila verwendet. Hierbei wurden drei
nacheinander folgende PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Die erste PCR-Reaktion wurde mit
dem T7-Primer und dem SSTR2/Drosi.rev-Primer (Abb. 2.4) durchgefiihrt, als 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) durchgefiihrt, als 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 durchgefiihrt.
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Hierbei wurde das PCR-Produkt aus der ersten sowie aus der zweiten PCR-Reaktion als

DNA-Matritze verwendet. Somit wurde die gewiinschte Chimire amplifiziert.

SSTR2/Drosi.forw.—»

CAG ACA GAG CCATACTAC
Q T E P Y Y D M T S N(SSTR2-Sequenz)

E R I V S (Dros.-AlstR-Sequenz)
GAA CGG ATC GTA TCC

<+— SSTR2/Drosi.rev

Abb. 2.4 Position der chimiren Oligonukleotide
Dieses Schema zeigt die Position der Oligonukleotide, die fiir die Chimdramplifizierung verwendet wurden. Die
Position der Primer befand sich vor der ersten Transmembrandomdne.

2.2.2.3 Klonierung von Nukleinsiuren

Um spezifische DNAs einfach und schnell weiterverarbeiten zu konnen, wurden sie dem
spiteren Verwendungszweck entsprechend in unterschiedliche Vektoren (Plasmide)

subkloniert.

Klonierung in pBluescript, P GEMHE und pcDNAIII

Als Klonierungsvektoren (2.1.3.2) wurden pcDNAIII (Abb. 2.1), Bluescript SK+ (Abb. 2.2)
und pGEMHE (Abb. 2.3) verwendet. Diese bieten eine umfangreiche ,,multiple cloning site*
(,,Polylinker), also einen Bereich mit dicht aufeinanderfolgenden Erkennungssequenzen fiir
verschiedene Restriktionsendonukleasen. In diesen konnen nach Restriktion mit einer
geeigneten Restriktionsendonuklease gewiinschte DNA-Fragmente durch Ligation einkloniert
und anschlieBend transformiert werden. Flankiert wird dieser Bereich u.a. von den
Promotorsequenzen fiir die T7- und T3- oder SP®-RNA-Polymerase, was eine in vitro
Transkription beider DNA-Stringe ermdglicht. Ferner vermitteln alle Plasmide eine

Ampicillinresistenz.
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2.2.2.4 Minipraparation von Plasmid-DNA

Losung: TELT-Lysis-Puffer (Tris/HC1 / EDTA / LiCl / Triton X-100):

62 mM
50 mM
25M
0.4 %

EDTA pH 8.0
Tris/HCI pH 7.5
LiCl

Triton X-100 (w/v)

1.5 ml Ubernachtkultur wurden bei 10000 g fiir 30 s abzentrifugiert und in 250 pl TELT-

Lysis-Puffer resuspendiert. Es wurde 25 pul Lysozymlosung (10 mg/ml) zugegeben, gemischt,

5 min auf Eis inkubiert und 5 min aufgekocht. Nach Abkiihlung auf Eis wurde der Ansatz

15 min bei 10000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde einer Phenol/Chloroform-Extraktion

sowie einer anschlieenden Isopropanolfdllung unterzogen.

2.2.2.5 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Losungen:

S1-Puffer

S2-Puffer

S3-Puffer

N2-Puffer

N3-Puffer

NS5-Puffer

: 50 mM Tris/HCI pH 8.0
: 10 mM EDTA
: 100 pg RNase A/ml

: 200 mM NaOH
: 1% SDS

: 2.8 M Kaliumacetat pH 5.1

: 100 mM Tris/HCI pH 6.3
: 15 % Ethanol
: 900 mM KCI

: 100 mM Tris/HCI pH 6.3
: 15 % Ethanol
: 1150 mM KCl1

: 100 mM Tris/HCI pH 8.5
: 15 % Ethanol
: 1000 mM KCl1
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Die Pufferzusammensetzung sowie die Vorgehensweise entspricht den Informationen der

Firma Macherey-Nagel.

30 ml einer Ubernachtkultur wurden 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-Zugabe anschlo3. Die Losung wurde bei 12000 g im GSA-Rotor
abzentrifugiert und der Uberstand auf eine Nucleobond AX-100-Sdule gegeben, welche
vorher mit 2 ml N2-Puffer dquilibriert wurde. AnschlieBend wurde die Sdule zweimal mit je

4 ml N3-Puffer gewaschen, mit 2.8 ml N5-Puffer eluiert und mit Ethanol gefillt.

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-haltige Losung mit Phenol gemischt, mehrfach invertiert und zur
Phasentrennung 5 min zentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt wurde mit der waBirigen Phase im
Verhiltnis 1:1 zunédchst mit einem Phenol/Chloroform-Gemisch und dann mit reinem

Chloroform wiederholt.

DNA-Prizipitation

Ublicherweise wurde die DNA mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol unter Zugabe eines
1/10 Volumens 3 M Natriumacetat und 30 miniitiger Inkubation bei —80 °C ausgefillt. 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 H>O

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, sofern das gewihlte Enzym hitzesensibel war.

2.2.2.6.3 5’-Dephosphorylierung von DNA

Diese wurde zur Verhinderung einer Religation von Plasmid-DNA, die nur mit einer
Restriktionsendonuklease aufgetrennt wurde und als Vektor fiir Subklonierung eingesetzt
werden sollte, vorgenommen. Dazu wurden 0.5 pg/ul DNA mit einer Einheit alkalischer
Phosphatase pro pg DNA und entsprechendem Phosphatpuffer fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Abgestoppt wurde die Reaktion durch Hitzeinaktivierung bei 65 °C oder Komplexierung der
Zn*"-Tonen mit EDTA (Sambrook ef al., 1989).

2.2.2.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Hierfiir wurde ein 4-10 facher molarer UberschuBl an geschnittenem DNA-Fragment mit
entsprechend geschnittener Vektor-DNA und 0.2 Einheiten/ul Ts-DNA-Ligase im T4-DNA-
Ligasepuffer in einem Endvolumen von 15 pl zusammengegeben. Der Puffer enthdlt 1 %
PEG zur Erhohung der Viskositit sowie 0.2 mM ATP, da diese Reaktion nur unter ATP-
Verbrauch ablaufen kann. Inkubiert wurde iiber Nacht 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
Hexamernukleotidmix bei 100 °C fiir 5 min hitzedenaturiert und zur Verhinderung der
Renaturierung auf Eis abgekiihlt. Die so vorbehandelte DNA-Probe wurde nun in einem
Reaktionsvolumen von 50 pl mit 50 mM Tris/HCl pH 6.9, 10 mM MgClz, 100 nM DTT, je
1 mM dGTP, dATP, dTTP, 50 pCi [a->’P]dCTP [3.3uCi/nmol] und 5 Einheiten Klenow-

Enzym zusammengegeben.

34



MATERIAL UND METHODEN

Nach 30 min Inkubation wurden die nicht inkorporierten [o->?P]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-Molekiilen nach ihrer Groe. Die Trennung beruht auf
der unterschiedlichen Wanderung der DNA entsprechend ihrer Gréf3e unter dem Einflul3 des
elektrischen Feldes. In Abhédngigkeit der aufzutrennenden DNA-Lédngen wurden
unterschiedlich hohe Konzentrationen Agarose verwendet. Zur spédteren UV-Detektion wurde
dem Gel Ethidiumbromid zugegeben (0.2 ng/ml). Als Léngenstandard diente EcoRI/HindIII-
geschnittene A-DNA. Als Laufpuffer diente 1 x TAE bei einer konstanten Spannung von
5 V/em Gellange.

DNA-Sequenzierung (Sanger et al., 1977)

Die DNA-Sequenzierung wurde im Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie im
Servicelabor nach der Didesoxy-Methode (Sanger ef al., 1977) unter Anwendung des Taq
Dye Primer Cycle Sequencing Kits mit dem ABI Prism 377 DNA-Sequencer (Applied
Biosystems, Heidelberg) durchgefiihrt.

2.2.2.8.2 Quantitative DNA-Analyse

UV-Spektroskopie

Da reine DNA ein Absorptionsmaximum bei 260 nm Wellenldnge hat, wurde unter
Beriicksichtigung des Lambert-Beerschen Gesetzes in stark verdiinnten Losungen und einem

Extinktionsbereich von 0.3-0.6 gemessen.

Fiir die Berechnung der Primerkonzentration muf3 man zuerst mit der folgenden Formel den

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

Dabei stehen T, A, G, und C fiir die Haufigkeit, mit der jede dieser Basen im Primer vertreten
ist. Der molare Extinktionskoeffizient entspricht der Absorption einer einmolaren

Primerldsung bei 260 nm (A260).

Densitometrische Konzentrationsbestimmung

Mit dieser Methode konnen DNA-Banden in einem mit Ethidiumbromid gefiarbten
Agarosegel quantifiziert werden. Dabei wurde {iiber eine Computer 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 Wellenlédnge) und
zur Auswertung die Win. Cam 2.0 Software.

2.2.3 Mikrobiologische Arbeitsmethoden

2.2.3.1 Langzeitlagerung von Bakterien

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterienstimmen wurden diese 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 Anlegen einer Ubernachtkultur

Mit einer einzelnen Kolonie wurden 5 ml LB-Medium beimpft und wenn moglich ein zur
Selektion geeignetes Antibiotikum zugegeben. Die Kulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C

und 200 rpm inkubiert.

Die Selektion fiir die Bakterien des Stammes XL1-Blue erfolgte mit 25 pg/ml Tetracyclin.
Rekombinante XL1-Blue- und Top10F-Zellen, die durch Transformation mit Plasmiden eine

Ampicillinresistenz erworben haben, wurde mit 100 pg/ml Ampicillin selektiert.
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2.2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Herstellung kompetenter XL1-Blue- und Top10F-Zellen fiir die Transformation (Sambrook et
al., 1989)

Losungen:

TFBI-Puffer: 30 mM KOAc pH 7.0
50 mM MnCl,
100 mM RbCl
10 mM CaCl
15 % Glycerin

TFB2-Puffer: 10 mM MOPS pH 7.0
75 mM CaCl,
10 mM RbCl
15 % Glycerin

Die Losungen wurden steril filtriert und auf Eis gelagert

5 ml einer Ubernachtkultur (XL1-Blue-Stimme, siehe 2.2.3.2), die Tetracyclin enthielt,
wurden in 200 ml LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODgso von 0.4 angezogen,
so dafl die Zellen sich noch in der logarithmischen Wachstumsphase befanden. Diese
Bakteriensuspension wurde dann 5 min bei 4000 g und 4 °C in einer Sorvall RC-5-Zentrifuge
und einem GSA-Rotor zentrifugiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 °C und mit
vorgekiihlten Losungen durchgefiihrt. Das Bakteriensediment wurde in 60 ml TFB1-Puffer

vorsichtig vollstdndig resuspendiert und erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert.

Das Pellet wurde dann in 8 ml TFB2-Puffer schonend resuspendiert, zu je 200 ul aliquotiert,

in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.2.3.4 Transformation von Bakterienzellen

Transformation von XL1-Blue-Zellen mit Plasmid-DNA

Diese Methode ermoglicht den Transfer von modifizierter DNA (siehe 2.2.2.2) in eine
Bakterienzelle mit Hilfe von Plasmid-DNA als Vektor.
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Verwendet wurden die XLI1-Blue-Zellen oder auch die ToplOF-Zellen fiir die Vektoren
pBluescript SK+ und pGEMHE oder pcDNAIIIL. Dazu wurden 10 pl des Ligationsansatzes
(siche 2.2.2.6) mit 100 ul kompetenter XL1-Blue-Zellen vermengt, 20 min auf Eis und 1 min
bei 42 °C inkubiert. Der Ansatz wurde auf Eis abgekiihlt. Die Zellen wurden vor dem
Ausplattieren auf dem entsprechenden Selektionsmedium (LB-Agar mit Ampicillin [100
pg/ml]) 45 min bei 37 °C in 400 pl LB-Medium inkubiert. War pBluecript SK+ der
Transformationsvektor, so wurde der gesamte Transformationsansatz auf LB-Agarplatten
ausplattiert, die fiir eine Blau-WeiB-Selektion zuvor mit 9 ul 0.5 M IPTG und 18 pul 10 %
(w/v) X-Gal bestrichen worden war. Da die pCDNAIII- und pGEMHE-Vektoren keine Blau-
Weil-Selektion ermdglichten, entfiel bei einer Transformation mit diesen Vektoren die
Zugabe von IPTG und X-Gal. AnschlieBend wurden die ausplattierten Bakterienzellen {iber
Nacht  bei 37 ©°C inkubiert. Die durch den Transformationsvektor {iibertragene
Ampicillinresistenz ermdglichte die Selektion der transformierten Bakterienzellen, wéhrend
die Blau-Weil3-Selektion eine Unterscheidung zwischen rekombinantem und nicht
rekombinantem Vektor zulie. Durch die Insertion von fremder DNA in das Gen verédndert
sich der Phinotyp der Plasmide von Lac” zu Lac’. Rekombinante Plasmide bilden in einem
Bakterienrasen, dessen Nahrmedium IPTG und X-Gal enthilt, farblose Kolonien. Dagegen
entstehen bei nicht rekombinanten Plasmiden blaue Kolonien; in diesem Fall ist unter
Mitwirkung der B-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 MgCl,
1.8 mM CaCl;
5 mM HEPES pH 7.4

HK: 2 mM NaCl
96 mM KClI
1.8 mM CaCl,
1 mM MgCh
5 mM HEPES pH 7.5
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Barth-Puffer: 88 mM NaCl
1 mM KCl
2.4 mM NaHCO;3
15 mM Tris/HCl pH 7.6
0.3 mM Ca(NOs): x 4H20
0.41 mM CaCl,x 6 x H O

Abb. 2.5 Vereinfachtes Schaltbild eines Standard-2-Elektroden-Voltage-Clamp-Verstirkers
Membranpotential (Vm), Mikroelektrode 1 (MEI), Mikroelektrode 2 (ME2), Kommandospannung (Vemd),
Verstiirker (A1), Verstirker (A2), Widerstand der Membran (Rm), Widerstand der Pipette 1 (Rpl), Widerstand
der Pipette 2 (Rp2). Der Kreis stellt die eingespannte Xenopus-Oozyte dar. Nihere Erlduterung im Text.

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 einwirts gerichteter Kalium-Kanal) in die defollikulierten
Xenopus-Oozyten 50 nl (0.04 ng/nl) koinjiziert (Kreienkamp et al., 1997). Nach 2-5 Tagen
Inkubation bei 20 °C in Barth-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 durchgefiihrt. IThre Hauptaufgabe ist
es, Anderungen des Membranpotentials der untersuchten Zelle zu verhindern. Dazu erzeugt
sie einen Kompensationsstrom, der genau so grof3 ist wie der Strom, der durch die Membran

flieft, der diesem aber entgegengerichtet ist.
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Dies erfolgt durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus, bei dem das
Membranpotential gemessen und mit dem vorgegebenen, gewlinschten Wert - der
Sollspannung — verglichen wird (Abb. 2.5). Jeder Unterschied zwischen der
Kommandospannung, wie die Sollspannung auch genannt wird, und der tatsdchlich
gemessenen Membranspannung aktiviert einen Regler, der einen entgegengerichteten Strom
in die Zelle injiziert. Dieser Kompensationsstrom wird bei diesem Experiment gemessen. Der
Verlauf des Experiments ist folgendermaflen: bei der Zugabe von HK-Medium findet ein
Kalium-Einstrom durch die Kalium-Kanile statt, d.h. es findet ein einwirts gerichteter
Membranstrom statt, der elektrophysiologisch meB3bar ist. Sobald es ein Plateau erreicht hat,
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-Séulen-Fraktion

Um die Aktivitit der HPLC-Séulen-Fraktion bei der Liganden-Isolierung an den Oozyten
messen zu konnen, muflite zum einen der pH-Wert neutralisiert und zum anderen das
Methanol aus den Fraktionen entzogen werden. Dieses konnte durch Zugabe von 2 ml H,O
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° M - 107! M des

gewiinschten 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-Kopfen

4.2 g Drosophila melanogaster-Képfe wurden in 45 ml 0.5 M Essigsdure, 10 mM
Ascorbinsdure und 1 mM EDTA mit einem Ultra Turrax homogenisiert. Das Homogenisat
wurde 10 min bei 95 °C inkubiert, um alle Proteine und groBeren Zellbestandteile zu
denaturieren. Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 4 °C wurde das Homogenisat bei 4 °C 30
min bei 10000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit einer Sep-Pak-Plus Cis-
Kartusche (15 ml/Kartusche), so wie im Protokoll (Sep-Pak-Plus Cis-Kartuschen, Protokoll
von Waters/Millipore GmbH) beschrieben, fraktioniert. Aus der Sep-Pak-Plus Cig-Séule
wurde die Peptidfraktion mit 80 %igem Methanol eluiert. Das Eluat wurde fiir 4 h in der
Speed-vac belassen, damit das Methanol vollstindig abdampft. Als Ergebnis dieser
Aufarbeitung wurde eine angereicherte Peptidfraktion erhalten, die frei von Proteinen und
Salzen war. AnschlieBend wurde das Eluat {iber Nacht gefriergetrocknet. Das Lyophilisat
wurde in 1 ml H2O resuspendiert und bei —80 °C gelagert.

2.2.5.2 Erstellung des Peptidrohextraktes aus der zytosolischen Fraktion der Drosophila

melanogaster-Kopfe

Die zytosolische Fraktion der Drosophila melanogaster-Kopfe (erhalten von Prof. Eckart
Gundelfinger und Kathrin Chamaoun aus dem Leibnitz-Institut fiir Neurobiologie 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-fluorid)] geldst.
Dieser Homogenisierungspuffer wurde auf 10 mM Tris/HClI pH 7.5, 10 mM
Ascorbinsdure und

1 mM EDTA eingestellt. Die weitere Aufarbeitung des Peptidrohextraktes verlief wie bereits
bei 2.2.5.1. beschrieben.

2.2.5.3 Peptidtrennung iiber MonoS-Kationenaustauschersiule

Bei dieser Chromatographie-Art werden Proteine aufgrund unterschiedlicher elektrostatischer
Wechselwirkungen mit dem Saulenmaterial voneinander getrennt. Je nach pH-Wert des
entsprechenden Elutionspuffers konnen Proteine eine positive oder eine negative elektrische

Nettoladung tragen.

41



MATERIAL UND METHODEN

Ist der gewihlte pH-Wert mit dem isoelektrischen Punkt des Proteins identisch, so gleichen
sich die elektrischen Ladungen des Proteins vollstindig aus, und es gibt keine
Wechselwirkung mit dem lonenaustauscher. Auf diese Weise konnen die Proteine von der
Matrix durch geeignete Wahl des pH-Wertes eluiert werden. Hierflir wurde das Gerdt LKB
Bromma 2151 HPLC mit der MonoS™ HR5/5-Sdule (Pharmacia/Schweden, PartikelgroBe
10um) verwendet. Die Probe wurde vorsichtig injiziert. Als Losungsmittel wurden 10mM
NH4HCOO in 10 % Methanol (Puffer A) und 1 M NH4sHCOO in 10 % Methanol (Puffer B)
verwendet. Ein Gradient von 0-100 % Puffer B in 30 min bei einer Fluirate von 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 Peptidtrennung iiber Reversed-Phase-HPLC (Umkehrphasenchromatographie)

Die hochauflosende Umkehrphasenchromatographie mittels HPLC wird fiir die Trennung von
Peptiden verwendet. Aufgrund hydrophober Wechselwirkungen binden Peptide an die Saule,
die mit unterschiedlich langen Kohlenwasserstoffketten (von Cs-Cig) beladen sind. Fiir die
Trenntechnik stehen eine Reihe von Matrices unterschiedlicher Poren-, Partikelgrofle sowie
Belegungsgrade zur Verfiigung. Hierfiir wurden die Cs- und Cs-Sdulen (Micro Cg Sum 250 x
1.6mm, Nucleosil 300; Micro C4 Sum 250 x 2.1mm Vydac 300) verwendet.

Die Detektion der Peptide erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 215 nm. Die
Polypeptide wurden in einem polaren Losungsmittel (Puffer A = 0.1 % TFA in H>O) auf die
Sdule aufgetragen und an die Sdule gebunden. Die Elution der Peptide erfolgte durch
kontinuierliche Erhéhung des organischen Losungsmittels (Puffer B = 0.1 % TFA in
Acetonitril). Bei Rechromatographie der aktiven Fraktionen (siche 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-ihnlichen Rezeptors in

Drosophila melanogaster
3.1.1 Primerkonstruktion

Um die cDNA eines moglichen Somatostatin-dhnlichen Rezeptors in Drosophila
melanogaster zu klonieren; sind degenerierte Oligonukleotide konstruiert worden, die dann
als Primer fiir die Amplifikation des entsprechenden cDNA-Abschnitts dienten. Da die
meisten Aminosduren von mehr als einem Kodon kodiert werden, ist es nicht einfach, die
Sequenzen fiir die degenerierten Primer anhand der Proteindaten festzulegen. Bei der
Konstruierung der Primer wurden deshalb Proteinbereiche ausgewéhlt, bei denen eine hohe
Ahnlichkeit zwischen den unterschiedlichen SSTR-Subtypen vorliegt und die entsprechende
Aminosdure hochstens von zwei Kodons kodiert werden. Fiir diese Konstruktion wurden die
zweite und dritte extrazelluldre Schleife, die zweite intrazelluldre Schleife und die siebte
Transmembrandoméne ausgewihlt. 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

- =) L
SRF1 SRF2 SRR2 SRR1

Abb. 3.1 Schematische Darstellung der Position der degenerierten Oligonukleotide in der Sequenz

Der blaue Balken reprdsentiert die Sequenz eines typischen Ratten-Somatostatin-Rezeptors, die gelben Kdstchen
(I-V1l) die Transmembrandomdnen, die nach links zeigenden Pfeile die reverse- und die nach rechts zeigenden
Pfeile die forward-positionierten degenerierten Oligonukleotide.
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3.1.2 Testen der Primer

Zunichst wurde versucht, die cDNA eines Somatostatin-dhnlichen Rezeptors in Drosophila
melanogaster iber 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 durchgefiihrt. Es wurde 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 durchgefiihrt. In diesem Experiment
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 Sequenzidentitit von 67 % zu dem
humanen SSTR3 auf Nukleotidebene festgestellt werden. Diese drei Klone zeigten

untereinander eine Sequenzidentitit von 98 %, d.h. diese drei Klone enthalten die selbe

cDNA.

Zwei Klone die mit der Primerkombination SRF2/SRR1, aus der Eptatretus stouti-cDNA
amplifiziert wurden, wiesen eine Sequenzidentitit von 69 % zu dem SSTR3 der Maus auf
Nukleotidebene auf. Diese zwei untersuchten Klone zeigten untereinander eine
Sequenzidentitidt von 99 % auf Nukleotidebene.nBei einem Vergleich der Sequenzen von
Catostomus commersoni und Eptatretus stouti in der Datenbank zeigten sie untereinander eine

Sequenzidentitit von 65 % auf Nukleotidebene.

Diese Ergebnisse belegten, dafl die Primer gut funktionieren. Daher wurde Drosophila
melanogaster geziichtet, um aus dem Gewebe RNA zu isolieren und die RT-PCR damit
durchzufiihren. Die Ziichtung von Drosophila melanogaster und die RNA-Aufarbeitung
wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Gundelfinger im Leibnitz-Institut fiir

Neurobiologie in Magdeburg erlernt.
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1 CGTTATCTTGCTGTGGTCCACCCCGTGCGAGCCGCCAATTGCCGCAAACCAAACATAGCC 60
R Y L AV V HP V R AU ANITGCRIKUPNTINA

61 AAGATATTTAGCTGCATCAGCTGGCTGTTGTCCATCGTTGTTGTTCTCCCAGTCATTGCA 120
K I F s C I S WL L s I v Vv Vv 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
vV ws TV F I L YT S L L G F F L P L F

241 ATCATCTGCCTTTGCTACCTCCTGATTGTTCTCAAGGTTAAATCCTCGGGTATGCGTGTC 300
I I ¢ L C Y L L I VL KV K S S G MU R YV

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
AV F vV L C W L P F Y I L

Abb.3.2 Nukleotid- und abgeleitete Teil-Primérsequenz des 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 NG T I WAV S F L V VL P V V I F

61 GCTAATGTGCAACGAGAGGGAGGAATCTGTAACATCATATGGCCAGAGCCAGCCAGAATC 120
A NV Q R E G G I CNTITIMWU®PEPAIRI

121 TGGGGAGCAGCATTTATCATCTACACTTCCACTGTTGGGTTTTTCTTTCCCCTGTTAGTC 180
W GG A A F I I ¥ T S TV G F F F P L L V

181 ATCTGCATGTGCTACCTCTTCATTGTGATCAAGATACGGAGCTCAGGAAAGAAGGTTCAT 240
I ¢c M C YL F I VI KTIIRS S G K K V H

241 GCCACTTCAACCAAACGGCGCAAGTCGGAACGAAAGGTCACGCGAATGGTGGTGATAGTG 300
A T S T K R R K S ER KV TR RMV V I V

301 GTGGCAGTGTT.TTTTTTTGCTGGATGCCATTTTAC
v A v ? F F C WMUP F Y

Abb. 3.3 Nukleotid- und abgeleitete Teil-Primérsequenz des 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.

45



ERGEBNISSE

3.1.3 RT-PCR zur Amplifizierung des Somatostatin-ihnlichen Rezeptors mit cDNA aus

Drosophila melanogaster

Um die cDNA eines mdglichen Somatostatin-dhnlichen Rezeptors aus Drosophila
melanogaster zu amplifizieren, wurde aus der isolierten mRNA wie im Methodenteil (2.2.1.1)
beschrieben eine RT-PCR durchgefiihrt. Alle Primerkombinationen wurden bei einer
Anlagerungs-Temperatur von 58 °C bei 33 Zyklen getestet. Nach einer Auftrennung iiber 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.

Abb. 3.4 PCR-Amplifikate mit den degenerierten Oligonukleotiden

Amplifikation von Fragmenten eines putativen Somatostatin-dhnlichen Rezeptor-Gens mit den unterschiedlich
kombinierten degenerierten Oligonukleotiden aus Drosophila-Kopf-cDNA. Aufitrennung iiber ein 1 %iges
Agarosegel. M:1 Kb Ladder (Molekulargewichtsstandard), 1: H,O-Kontrolle fiir Primerpaar SRF1/SRRI, 2:
Primerkombination SRFI1/SRRI, 3: H>O-Kontrolle fiir Primerpaar SRF2/SRRI, 4: Primerkombination
SRF2/SRRI1, 5: H>O-Kontrolle fiir Primerpaar SRFI1/SRR2, 6: Primerkombination SRFI1/SRR2, 7: H,O-
Kontrolle fiir Primerpaar SRF2/SRR2, 8: Primerkombination SRF2/SRR2.

3.1.4 Sequenzanalyse der Amplifikate
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Mit Hilfe der NCBI (National Center for Biotechnology Information) -Datenbank wurde eine
Sequenzanalyse der PCR-Produkte durchgefiihrt. Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 2
konnte nicht kloniert werden, so dafl dieses Fragment nicht naher analysiert wurde.

Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 4 (Primerkombination SRF2/SRR1) zeigte eine
Ahnlichkeit von 95 % zu einem genomischen Klon (Klon AGS5R) aus Drosophila
melanogaster. Dieser Klon zeigte jedoch keine Ahnlichkeit zu den GPCRs. Das Amplifikat
aus der Spur 8 zeigte eine Ahnlichkeit von 95 % zu dem Drosophila-Tachykinin-Rezeptor.
Das RT-PCR-Amplifikat aus der Spur 6 (Primerkombination SRF1/SRR2) zeigte einen
offenen Leserahmen von 507 bp mit 169 Aminosduren (Abb. 3.5). Eine Analyse iiber die
NCBI-Datenbank zeigte, daB3 diese Teilsequenz den mittleren Bereich der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren mit einer Ahnlichkeit von 30-35 % auf Aminosidureebene abdeckt.
Die hochste Ahnlichkeit zeigte 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 wW 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 Yy T™0L VL M S F DURVF L A V V H

121 CCCGTGACTAGCATGTCCCTGCGAACGGAGCGCAATGCCACACTGGCCATCATGTGCGCC 180
P Vv T s M s L R TEIRDNA ATULATIMMTC A

181 TGGATAACGATTGTGACGACTGCGATTCCGGTGGCACTTTCGCACTCGGTGAGGATTTAT 240
w Il T™ 7 I Vv TTATI P V A L S H S V R I Y

241 CAGTACCACGGAAATGCTGGCACCGCTTGCGTCTTTTCCACGGAGGAGGAGATCTGGAGT 300
Q Y H G N A GTAOCV F S TEEE I W S

301 CTCGTCGGTTTTCAGGTCTCATTCTTTCTATCGTCATATGTGGCACCATTGACGCTGATT 360
L VvV G F Q Vs F F L S S Y VA PULTTULTI

361 TGTTTCCTATATATGGGAATGCTGGCTCGTCTTTGGAAAAGTGCTCCTGGCTGCAAACCT 420
cCc F L Y M GMULAURIULWIE K SAUPGCIK P

421 TCCGCAGAGTCACGAAAGGGAAAAAGGCGCGTCACCCGAATGGTTGTTGTTGTCGTATTG 480
S A E S R K G KRRV T RMVYV V V V V L

481 GCATTCGCCATCTGCTGGCTCCCGTTC 507
A F A I CW UL P F

&
<«

SRR2-Primer

Abb. 3.5 Nukleotid- und abgeleitete Teil-Primérsequenz des Drosophila melanogaster-Klons
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Gezeigt ist die Teil-cDNA-Sequenz mit abgeleiteter Primdrsequenz (Einbuchstabencode) des amplifizierten
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 Amplifizierung der 5’-und 3’-Enden durch die RACE-Technik

Fiir diese Technik wurden die spezifischen Oligonukleotide Drosil-, Drosi2-, Drosi3-,

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

N Vi <

I
| iy By -
Drosil Drosi3 Drosi6 Drosi2 Drosi4

Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Lage des RACE-Primers auf der Sequenz:

Der blaue Balken reprdsentiert die vermutliche Sequenz des Drosophila-G-Protein-gekoppelten Rezeptors, die
gelben Kdstchen (I-VII) die Transmembrandomdnen, die nach links zeigenden Pfeile die genspezifischen
Oligonukleotide fiir die 5’-RACE-PCR und die nach rechts zeigenden Pfeile die genspezifischen Oligonukleotide
fiir die 3°-RACE-PCR.

Nach der Durchfiihrung der RACE-PCR wurde eine schwache Bande bei 800 bp im
Agarosegel bei der 5’-RACE-PCR (Abb.3.7) und zwei starke Banden auf der Hohe von 560
bp und 800 bp bei der 3’-RACE-PCR (Abb.3.8) beobachtet. Um eine Sequenzanalyse
durchfiihren zu koénnen, wurden die Amplifikate des 5’-RACE-Produktes in den Vektor
pBluescript SK* iiber die BamHI/Sall-Schnittstellen einkloniert. Die 3’-RACE-Produkte
wurden ebenfalls in den Vektor pBluescript SK* iiber die Schnittstellen EcoRI/Sall

einkloniert.

5’-RACE PCR-Produkt 3’-RACE PCR-Produkt
1 M

Abb. 3.7 ’RACE-Produkt Die ¢DNA aus Drosophila-Kopfen wurde mit
spezifischen Primern amplifiziert und in einem 1 %
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igen Agarosegel analysiert. M : 1/ Hind Il M : A/ Hind III Molekulargewichtsstandard, 1 :
Molekulargewichtsstandard, 1 : H,O-Kontrolle, 2 : Drosi4 / PCR-Anker-Primer-Kombination.

Drosil / PCR-Anker-Primer-Kombination.

Abb. 3.8 3’RACE Produkt

Analyse nach einer Amplifizierung von cDNA aus

Drosophila-Képfen in einem 1 %igen Agarosegel.

Die Analyse der Sequenz des 5’-RACE-Klons zeigte einen offenen Leserahmen von 462 bp
mit 154 Aminosduren. Die erhaltene Sequenz ging iiber das potentielle Startkodon hinaus und
enthielt im 5’-untranslatierten Bereich ein in frame Stop-Triplett, so da} davon ausgegangen
werden konnte, dal3 es sich bei dem Methionin wirklich um das Initiationskodon handelte. Am
5’-Ende befand sich ein 230 bp langer nicht kodierender Abschnitt. Die Analyse der Sequenz
des 3’-RACE-Klons zeigte einen offenen Leserahmen von 291 bp mit 97 Aminosiuren. 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 werden, daBl zumindest das 5°- und das 3’-Ende der kodierenden Region

vollstindig war.

3.1.6 Klonierung des gesamten offenen Leserahmens (ORF)

Um nun die cDNA des aus Drosophila-G-Protein-gekoppelten Rezeptors in voller Lange zu
klonieren, wurden zwei spezifische Primer jeweils am Start- und am Stopkodon entworfen.
Fir diese RT-PCR wurde die Vent-DNA-Polymerase verwendet, da diese {iiber eine

Exonuklease-Aktivitit verfligt und eine damit verbundene geringere Fehlerrate.

Die Sequenzierungsergebnisse zeigten an zwei unabhdngigen Klonen (Klon 3, Klon 5)
Mutationen gegeniiber der Konsensussequenz, dal mit Hilfe mehrerer Sequenzvergleiche der
RACE-Produkte erstellt wurde. Fiir die Erstellung der Konsensussequenz wurden mindestens
vier unterschiedliche Klone aus der selben Ligation verglichen. Bei einer Basenabweichung
innerhalb der vier Klone wurde die Sequenz ausgewaihlt, welche 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 {iiber die gleichen
Restriktionsschnittstellen verfiigten, 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 Sequenzierungsergebnisse zeigten einen offenen Leserahmen von 1182 bp, der fiir ein
Protein von 394 Aminosduren mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 43.2 kD kodiert.
Umgeben ist dieser Bereich von einem 231 bp umfassenden 5’-und einem 411 bp langen 3°-
Bereich. Die Primdrsequenz des Drosophila-GPCR-Klons  weist  verschiedene

Konsensussequenzen fiir mogliche Proteinmodifikationen auf.

So befindet sich an den Asparagin-Resten 28, 36, 57 entsprechend der Konsensussequenz [N-
X-S/T] die Moglichkeit einer Glykosylierung (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Desweiteren
gibt es an den Aminosédure-Positionen 184, 187, 214, 282 und 379, den Konsensussequenzen
[(S/T)-X-(K/R)] entsprechend, die Mdglichkeit einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C
(Woodgett et al., 1986), an der Aminosdure-Position 287 durch Proteinkinase A mit der
Konsensussequenz [R-X-(S/T)]. Am Cysteinrest 364 besteht hier die Moglichkeit einer
Palmitoylierung (O'Dowd et al., 1989). Ein Vergleich der Primirsequenz des Drosophila-
Klons mit der Genbank ergab eine deutliche Zuordnung in die Familie der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren.

Als weitere Evidenz fiir diese Zuordnung diente eine Hydropathieanalyse (Kyte und Doolittle,
1982), speziell fiir Membranproteine nach Heijne (Heijne, 1987). Nach Kyte und Doolittle
sollten Sequenzbereiche, die sich in einer Membran befinden, einen Hydrophobizitéitsindex
von mindestens +1,6 erreichen. Da dieser Wert in sieben Sequenzabschnitten von je 21-25
Aminosduren Linge bei dem Protein erreicht wurde, lie3 sich die fiir G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren typische Struktur annehmen, bei der das Protein sieben mal die Plasmamembran

durchspannt.
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GCCAAATGTCNAAGGTGGGNGTGNCCGTGGGCGTNCCCGCAACAAGCAAATGCGAGAAGCCAANCAATAGAGNCAGAGTCAT
CAATTAGAAAGGCCNTACAGAATCGAATAATATATATACTCATATATATATATATTTGAGCACGATAGGGATCTCTGTCAAG

ATGGCTGGCCATCAGTCGCTGGCACTTTTGTTGGCCACGCTAATTAGCAGCTGGCCAAAAGCCTCTTGGGGCGCCACTGGA
M A G HQ S L A L L L ATUILTI S S WP KA ASWSG AT G
1 27

AACGGTAGTATCATAAGCGTTAGCAACAGCAGTGGCAACAACTATGCATTCACCTCGGAACACACGGATCATTCGGATCAC
N G S I I §s VvV S N S S G N NY A F T S E H T D H S D H
28 54

AATGCCAACGACTCCATGGAATATGATGCAGAGAGTGTGGCCCTCGAACGGATCGTATCCACAATAGTTCCCGTATTCTTT
N A N D S M E Y DA E S V A L E R
55 81

GGCATTATCGGATTCGCAGGACTTTTGGGCAATGGTCTGGTTATTCTGGTGGTTGTGGCCAACCAGCAGATGCGCTCCACC

A N Q Q M R S T

82 108
ACCAATCTGCTGATAATCAACCTGGCCGTCTCGGACATTCTGTTCGTCATCTTCTGTGTCCCGTTCACGGCTACCGATTAC
T N T D Y
109 135

GTGCTGCCGGAGTGGCCGTTTGGCAATGTGTGGTGCAAGTTTGTCCAGTACATGATTGTGGTTACGTGCCACTGCAGTGTT
vV L P E W P F G N V W C K

136 162

TACACGCTGGTGCTGATGTCCTTTGATCGCTTCCTGGCCGTCGTTCATCCCGTGACTAGCATGTCCCTGCGAACGGAGCGC
D RF L AV V HUP V T S M L R E R

163 189

AATGCCACACTGGCCATCATGTGCGCCTGGATAACGATTGTGACGACTGCGATTCCGGTGGCACTTTCGCACTCGGTGAGG
N A T S V R

190 216

ATTTATCAGTACCACGGAAATGCTGGCACCGCTTGCGTCTTTTCCACGGAGGAGGAGATCTGGAGTCTCGTCGGTTTTCAG
R I ¥ Q ¥ H G N A G T A C

217 243

GTCTCATTCTTTCTATCGTCATATGTGGCACCATTGACGCTGATTTGTTTCCTATATATGGGAATGCTGGCTCGTCTTTGG

A R L W

244 270

AAAAGTGCTCCTGGCTGCAAACCTTCCGCAGAGTCACGAAAGGGAAAAAGGCGCGTCACCCGAATGGTTGTTGTTGTCGTA
K S A P G C K P s A E R K G K R R V T R

271 297

TTGGCATTCGCCATCTGTTGGCTGCCCATTCATGTCATCCTCGTGCTAAAGGCACTGAATCTATATGGCGGCAGCCACTTA
L K A L NL Y G G S H L

298 324
TCGGTCATTATTCAGATTATATCCCATGTGGTGGCGTACACGAATTCGTGCATCAATCCGATACTGTATGCCTTTCTATCC
S Vv S
325 351
GACAACTTTCGCAAGGCATTCCGCAAGGTGGTCTGGTGTGGAAGTCCGCCACCTTTGATGACCAATCAACAGGTGACCAAG
D N F R KA F R KV V W G S P P P LM TNGQQV T K
352 378

ACAACGCGAACTGCAACCGGAAACGGAACGTCCAATATTGAAATGCTCTAA
T R T A T G N G T S N I E M L *
379 394

GCGGCTCTTGAAAGTAAACTAATTTGAGATGGTCACAACATTTTTGAAGGCGACTTACAAACTCGAAACAGAAAATATGAAT
TTAAAACAAACAAAGAACAAAGAAAACATAAAAACGCGGCGCATATAAGTTAACTTTAGTGTATATATAGTAAACAATGTAT
GTCTATGAGGAGAATATAATTTTCCGAATTATGAAATGTGATTGTTTTGATAGTTTAAAATGTGTACGCATTATTTCACTAA
GAATAAGACAACCGAAAAGGTATATTATAAACACGCATATATTCTACGTTAAATTTTAATACGACTGGTTTCTTTTTAAACA

C
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TTGAGCGCCGTGTAAGTTGCATTTGTGGCCTANAACTTAAGTATTTAACATAATAAATTTAAAATTTAATTTTTCCAAAAAT

Abb. 3.9 Nukleotid- und abgeleitete Primiirsequenz des G-Protein-gekoppelten Rezeptors aus Drosophila
Gezeigt ist die cDNA-Sequenz mit abgeleiteter Primdrsequenz (Einbuchstabencode) des isolierten G-Protein-
gekoppelten Rezeptors aus Drosophila melanogaster. An den Seiten ist die Aminosduresequenz numeriert.
Mutmafsliche  Transmembrandomdinen sind in tiirkisfarbener ~ Schrift — gekennzeichnet. Mdgliche
Glykosylierungsstellen sind durch rote Schrift gekennzeichnet, hellgriin die Phosphorylierungsstelle fiir die
Proteinkinase C, blau die Phosphorylierungsstelle fiir die Proteinkinase A, grau die Palmitoylierungsstelle und
rosa fiir das Poly A-Signal.

3.1.7.1 Genomische Strukturaufklirung des Drosophila-GPCRs

Ein Vergleich der Priméirsequenz des Drosophila-Klons mit der ,,flybase“-Datenbank des
NCBI ergab, daf} 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) zugénglich gemacht worden. Die bekannte mRNA-Sequenz verteilt sich auf 11
Exons und 28 Kb, wobei die kodierende Region sich auf 8 Exons verteilt (Abb. 3.10).

0 5 10 15 20 25 28 kb
< R -3 K
N & & 8 2 o $ 5§ B
) © o W @ e hi hi °?
o © 4 B 3 S > 3 8
S Q o pa 3 3 g A 3
E2 E3 E4 E5 8 E9 E10 E11
mRNA ... —_— ™1 TM2 TM3 TM4 TM5 T™™6 TM7 /
67 521 712 809 96110761153 1313 1419 1806
5-UTR 3’-UTR

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) reprisentieren das Gen. Die rot geschriebenen Buchstaben mit den Zahlen reprisentieren die
Numerierung der Exons. Der griine Balken mit den griinen Boxen stellt die Position der kodierenden Region
mit den sieben Transmembrandomdnen 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 GroBe des Transkriptes und die
Expression im Gewebe feststellen zu
konnen, wurde eine Northern-Blot-Analyse
(siche 2.2.1.3) durchgefiihrt. Dafiir wurde
Poly(A)*-RNA aus Drosophila-Kopfen,
die nach 2.2.1.1 isoliert worden war,
benutzt. Als cDNA-Sonde diente die nach
2.2.1.1 ¥P-markierte vollstindige cDNA
des Drosophila-GPCR-Klones. Es wurde
eine einzige Bande mit einer Grofle von

3.7 kb detektiert.

Abb. 3.11 Northern-Blot-Analyse
Die gezeigte Spur beinhaltete 5ug Poly(A)*-RNA
aus Drosophila-Kopfen.

4.4kb—

2.37kb—

1.35kb—

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-Analyse durchgefiihrt. Als Primerpaar dienten die Primer

Drosi.ATG/Drosi.7, die fiir die Amplifizierung der vollen Linge des Drosophila-GPCR

verwendet wurden. Es konnte in allen Entwicklungsstadien (auBer im Embryonalstadium)

sowie im Kopf und Korper eine Expression festgestellt werden. Durch die Aktin-Kontrolle
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konnte bewiesen werden, dal die Qualitit der cDNA wihrend der Aufarbeitung nicht
beeintrdchtigt wurde. So konnte in allen Entwicklungsstadien und Geweben 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 10ul (siehe 2.2.2.1) einer mit 33 Zyklen durchgefiihrten RT-PCR, in die
10% einer nach 2.2.1.4 gewonnenen gewebespezifischen cDNA eingesetzt wurden. Auftrennung iiber ein 1 %iges
Agarosegel. M: A/HindIII (Molekulargewichtsstandard), 2: H>O-Kontrolle, 3: Drosophila Embryonalstadium, 4:
Drosophila Larvalstadium, 5: Drosophila Larvalstadium/Aktin-Kontrolle, 6: Drosophila Puppenstadium, 7:
Drosophila Puppenstadium/Aktin-Kontrolle, 8: Drosophila Korper, 9: Drosophila Korper/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 Ahnlichkeit zum Somatostatin-Rezeptor zeigt, wurde davon
ausgegangen, daB3 der Signaltransduktionsweg auch derselbe wie der des Somatostatin-
Rezeptors sein konnte. Die SSTR-Subtypen (SSTR2-SSTRS) wurden mit der Untereinheit des
einwirts 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 fiihrt es dazu, dal das Somatostatin eine Hyperpolarisation der Zellmembran
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bewirkt. Bei Agonisten-Zugabe dissoziiert das G-Protein in seine a- und By-UE, die a -UE
steuert die Aktivitit von ,,second messenger erzeugenden Enzymen, und die By-UE steuert
die Aktivitit verschiedener Ionenkandle (z.B. GIRK-Kanal). Der letzte Schritt der
Signaltransduktionskaskade fiithrt zu einem einwirts gerichteten Membranstrom, der

elektrophysiologisch meBbar ist.

Somit wurde versucht, iiber das Xenopus - Oozytensystem den unbekannten Agonisten fiir
den Drosophila-GPCR zu finden. Fiir 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-Oozyten koinjiziert. Der funktionelle Nachweis erfolgte iiber

die ,,voltage clamp*, MefBmethode.

Die Messungen erfolgten wie im Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Um eine geeignete Wahl von
zu testenden Liganden fiir den Drosophila-GPCR zu treffen, wurde versucht, aus den
bisherigen Untersuchungsdaten Anhaltspunkte zu erkennen. Da der Drosophila-GPCR die
hochste Ahnlichkeit zu 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°M appliziert. Alle applizierten Peptide konnten den Drosophila-
GPCR nicht aktivieren und belegten eindeutig, dal} 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 iiber Inositoltriphosphat (IP3) den Signaltransduktionsweg
auslost. Wenn das der Fall ist, wiirden bei der Ligandenaktivierung die oozyteneigenen G-
Proteine die Freisetzung von Ca™'-lonen aus intrazelluliren Speichern mit Hilfe des
Inositoltriphosphates bewirken. Dieses wiirde wiederum membranstindige Chloridkanile
aktivieren. Im letzten Schritt der Signaltransduktion wiirde dies dazu fithren, daf ein einwérts
gerichteter Membranstrom flieft, der elektrophysiologisch mef3bar 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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Die applizierten Peptide aktivierten nicht den Drosophila-GPCR. Es ist bekannt, da3 die
Somatostatin-Rezeptor-Subtypen im Xenopus-Oozyten-System erfolgreich exprimiert werden.
Daher wurde der Aminoterminus des Somatostatin-Rezeptor-Subtypes 2 aus der Ratte zur

Chimaérer-Konstruktion verwendet. Somit wurde der chimére Drosophila-GPCR so wie im

I Leu-Enkaphalin

I Met-Enkaphalin

I Galanin

I Proctolin

ND 96

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-tdgigen  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.

Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben mit Hilfe mehrerer PCR-Reaktionsschritte amplifiziert.

Extrazellular

Zellmembran

Intrazellular

0 SSTR2-Ratte

Abb. 3.14 Schematische Darstellung der Drosophila-GPCR-Chimére

Die gezeigte Struktur beruht auf Hydropathieanalysen. Der chimdre Rezeptor wurde so konstruiert, dafs er am
Aminoterminus bis zur ersten Transmembrandomdne aus dem SSTR2-Rezeptor der Ratte (braun) und ab der

ersten Transmembrandomdne aus dem Drosophila-GPCR besteht (blau,).

® Drosophila-GPCR
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Dieser chimidre Drosophila-GPCR beinhaltet den SSTR2-Aminoterminus bis zur ersten
Transmembrandomine und ab der ersten Transmembrandoméne den Drosophila-GPCR (Abb.
3.14). Nach der in vitro Transkription des chiméren Rezeptors 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 erwdhnten getesteten Peptide den chimaren Drosophila-GPCR nicht aktivierten
und der Ligand auf diese Weise nicht identifiziert werden konnte, wurde beschlossen, erst mal
zu lberpriifen, ob es iiberhaupt einen Liganden fiir diesen Drosophila-GPCR gibt. Dazu
wurde aus Drosophila-Kopfen ein Peptidrohextrakt, wie im Abschnitt 2.2.5.1 beschrieben,
hergestellt. Es wurde eine Verdiinnungsreihe in HK erstellt, 2 ml der Verdiinnung wurde an
die Xenopus-Oozyten appliziert. So wie in Abb. 3.15 (A) zu sehen ist, wurde bei einer
Verdiinnung von 1:9000 ein Strom von 70 nA, bei einer Verdiinnung von 1:8000 ein Strom
von 80 nA und bei einer Verdiinnung von 1:7000 ein Strom von 160 nA gemessen. Um dieses
Ergebnis zu verifizieren, ist parallel ein Kontrollexperiment durchgefiihrt worden. 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
Verdiinnungsreihe 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 native Ligand des Drosophila-GPCRs sich in dem Peptidrohextrakt
befand.

I 1:8000

ND 96
180 s >7
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Abb. 3.15 Darstellung der StromfluBkurve einer Oozyte, welche mit Drosophila-GPCR und dem GIRK-
Kanal (A) oder mit GIRK allein (B) injiziert wurde

Appliziert wurde eine Verdiinnung 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 Verdiinnungsreihe appliziert. Wie zu sehen ist, konnte kein Strom gemessen werden (B).

3.2.1 Erste Aufreinigung des Peptidrohextraktes mit der MonoS-Ionenaustauschersiule

Nachdem eine Aktivitdt in dem Peptidrohextrakt aus Drosophila-Kopfen gemessen werden
konnte, wurde beschlossen, den Liganden aus dem Rohextrakt zu reinigen. Der erste
Aufreinigungsschritt wurde mit der MonoS-Ionenaustauschersidule durchgefiihrt. Bei dieser
Chromatographieart werden Proteine aufgrund unterschiedlicher elektrostatischer
Wechselwirkungen mit dem Sdulenmaterial getrennt. Als Losungsmittel wurden 10 mM
NH4COO in 10 % Methanol (Puffer A) und 1 M NH4COO in 10 % Methanol (Puffer B)
verwendet. Nach der Elution wurde die Aktivitit der einzelnen Fraktionen in den Oozyten

getestet.

A
Abb. 3.16 Aufreinigung des Peptidrohextraktes 280

aus Drosophila-Kopfen mit der MonoS- 1.28 A
Ionenaustauschersiule

Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechts) nach der

Fraktionierung  des  Peptidrohextraktes  aus 0.64 -
Drosophila-Képfen tiber eine MonoS- T W ‘
lonenaustauschersdule. Als Losungsmittel wurden LT

10 mM NH,COO in 10 % Methanol (Puffer A) und _j et

1 M NH,COO in 10 % Methanol (Puffer B) 000f 7
verwendet. Die unterbrochene Linie kennzeichnet

NH,HCOO
(mM)

T 500

den Gradienten des Chromatogramms. Die

Detektion erfolgte bei 280 nm und die Fraktionen 6 12 18 24 30
wurden von Hand gesammelt. Der griine Balken Gesamtvolumens in 1.5 ml HK.

tiber den Fraktionen 22 und 23 zeigt die aktiven

Fraktionen an. Unten wurde die Aktivititsmessung

in den Xenopus-Oozyten bei einem konstanten

Potential von —70 mV elektrophysiologisch mit der

Standard-2-FElektroden-Voltage-Clamp-Technik

gemessen. Appliziert  wurde 1/20 des

HK
L 4

Fraktion 20
| Fraktion 21
Fraktion 24

| Fraktion 22
| Fraktion 23
| Fraktion 25
| Fraktion 26
| Fraktion 27

E
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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

Aktivitdt von 65 nA und mit der Fraktion 23 eine Aktivitdt von 40 nA gemessen.

3.2.2 Weitere Aufreinigung der Fraktionen 22 und 23 mit Hilfe der reverse phase-HPLC
(Cis-Siiule)

Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt und weiter iiber die reverse phase HPLC
aufgereinigt (Abb. 3.17, rechts). Hierzu mufite das Methanol aus den Fraktionen mit Hilfe der
Speed-Vac abgezogen werden. Die Polypeptide wurden in einem polaren Losungsmittel
(Puffer A = 0.1% TFA in H;O) auf die Séule aufgetragen. Aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen binden die Peptide an die Kohlenwasserstoffketten (Cis). Die Elution der
Peptide erfolgte durch kontinuierliche Erhoéhung der Konzentration des organischen

Losungsmittels (Puffer B =0.1 % TFA in Acetonitril).

Abb. 3.17 Weitere Aufreinigung der Fraktionen
22 und 23 iiber eine reverse-phase-HPLC (Cis-
Séule) Az
Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechst) nach der 0.64 +
Fraktionierung der Polypeptide 22 und 23 aus der
MonoS-lonenaustauschersdule. ~ Der  Gradient
wurde als unterbrochene Linie dargestellt. Die
Detektion der Peptide erfolgte durch Messung der 0.32 1
UV-Absorption bei 215 nm. Die Fraktionen wurden
per Hand gesammelt. Die Aktivitdtsmessung
(unten) der Fraktionen aus der revese phase-HPLC 0.0 -
wurde so wie bei Abb. 3.16 beschrieben gemessen.
Der Hauptteil der Aktivitit befindet sich in

Fraktion 22/52. 20 40 60 80 100

Zeit/min
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Nach der Fraktionierung der Polypeptide erfolgte eine Aktivititsmesssung in den Xenopus-

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

Aktivitdt von 180 nA gemessen werden.

3.2.3 Weitere Aufreinigung der aktiven Fraktion mit Hilfe der reverse phase HPLC (Cs-
Séule)

Die aktive Polypeptid-Fraktion 22/52 wurde iiber drei weitere reverse phase HPLC Séulen
aufgereinigt. Zuerst wurde die Polypeptid-Fraktion mit der C4-Séule und zuletzt zweimal mit
der C8-Séule gereinigt (Abb. 3.18, rechts). Die Aktivititsmessung erfolgten mit Hilfe von
Xenopus-Oozyten. Die Durchfiihrung der HPLC erfolgte wie im Abschnitt 3.2.2 beschrieben.

Abb. 3.18 Weitere Aufreinigung der aktiven 315 beschrieben in Xenopus-Oozyten
Fraktionen iiber eine reverse phase HPLC (Cs-

Séule) Ao Acetonitril
Gezeigt ist ein Chromatogramm (rechts) nach der Konz. %
Fraktionierung der aktiven Polypeptide - 80
22/52/23/16 aus der reverse phase HPLC (Cs- 0.48 -

Sdule). Die Elution der Peptide erfolgte durch |} [| A7 e - 60
kontinuierliche ~ Erhohung  des  organischen 0321 ) J "
Losungsmittels  (Puffer B = 0.1 % TFA in 016 e

Acetonitril). Der Gradient wurde als unterbrochene i L 20
Linie dargestellt. Die Detektion der Peptide 0.0 -

erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 215 . . . . . . 0
nm. Die Fraktionen wurden per Hand gesammelt. 24 29 34 39 44 49

Die Aktivitdtsmessung der Fraktionen aus der Zeit/min

reverse phase HPLC (Cs-Sdule) wurde wie in Abb. durchgefiihrt.

Fraktion 22/52/23/16/1
Fraktion 22/52/23/16/2
Fraktion 22/52/23/16/3
Fraktion 22/52/23/16/4
Fraktion 22/52/23/16/5
Fraktion 22/52/23/16/6
Fraktion 22/52/23/16/7
Fraktion 22/52/23/16/8
Fraktion 22/52/23/16/9
Fraktion 22/52/23/16/10
Fraktion 22/52/23/16/11
Fraktion 22/52/23/16/12
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So wie in Abb. 3.18 (unten) zu sehen ist, konnte in der Fraktion 22/52/23/16-14 eine Aktivitdt
von 180 nA gemessen werden. Der gesuchte native Ligand des Drosophila-GPCRs befand
sich also in dieser Fraktion. Der nichste Schritt war nun, das Peptid zu sequenzieren und zu
charakterisieren. Da am Ende der Reinigung nur wenig Material zur Verfiigung stand, konnte
die Reinheitsanalyse und Sequenzierung nur mit der matrixunterstiitzten Laser-
Desorptions/Ionisations-Technik (Maldi-MS) durchgefiihrt werden, da sie wesentlich
empfindlicher als der Edman-Abbau ist.

3.2.4 Peptidanalyse mittels matrixunterstiitzter Laser-Desorptions/Ionisations-Technik

(MALDI)

Die MALDI-Analyse wurde im Institut fiir Chemie-Biochemie in der Freien Universitdt
Berlin von Dr. C. Weise durchgefiihrt. Hierzu mochte ich einige Grundprinzipien der
Meftechnik erldutern. 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
Flugzeit proportional der Wurzel aus der lonenmasse ist, ld6t sich die gemessene
Zeitdifferenz direkt in die Masse umrechnen. Fiir TOF-Analysatoren werden hauptsachlich
sog. Reflektor-TOF (reTOF)-Instrumente verwendet. Mit einem Reflektor kann in gewissen
Grenzen erreicht werden, da3 Ionen mit gleicher Masse und unterschiedlicher Energie zur
gleichen Zeit den Detektor erreichen. Diese Fokussierung erhoht die Auflosung der
Massenspektren und verbessert die Prizision der Massenbestimmung im unteren

Massenbereich bis etwa 5000 Da.

Beschleunigungslinse zur
Abstufung der Feldstirke

Probe
Proben- + 1 Metastabile Zerfille \\\ \Reﬂektor
halter ‘ I \
Ablenkelektrode
Beschleunigungs-
spannung

Detektor

Abb. 3.19 Schematischer Aufbau eines Reflektron-TOF-Analysators

In der lonenquelle gebildete Fragmente werden wie Molekiilionen nachgewiesen. Die metastabilen Fragmente,
die sich auf der Flugstrecke zwischen der Beschleunigungslinse und dem Reflektor bilden, kénnen durch
stufenweises Absenken des Reflektorpotentials detektiert werden.
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Bei der matrixunterstiitzten Laserdesorption/-ionisation wird die Probe mit einem 10°-10*
fachen UberschuB der Matrixsubstanz (hierzu wurde die o-Cyano-4-hydroxyzimtsiure
verwendet) vermischt auf das Target aufgetragen und bestahlt. Bei dieser Variante hat die
Matrix mehrere Funktionen: Uber ihre hohe Absorption bei der eingestrahlten Wellenléinge
absorbiert die Matrix Energie aus dem Laserpuls, durch ihre Absorptionscharakteristik und
durch ihre Prisenz in hohem Uberschul gegeniiber der Probe schiitzt sie diese vor
photolytischer Zersetzung. Zudem {ibertrégt sie die zur Desorption notwendige Energie auf
die Probe, sie stellt die fiir die lonisierung notwendigen Protonen zur Verfligung und sie
reduziert die Wechselwirkung der Probenmolekiile untereinander sowie mit der

Metalloberfldche des Targets.

a.i. 925.49
1250

1000
750
500

250
',.,,,,”,,,,,l NUPRRE DU %Y SR | )

600 700 800 900 1000 1100 1200 miz

Abb. 3.20 Massenspektroskopie des aufgereinigten Peptids

Gezeigt ist das Massenspektrum des aufgereinigten Peptids aus der reverse phase HPLC (Cs-Sdule) der
Fraktion 22/52/23/16-14. Das Molekulargewicht des aufgereinigten Peptids betrdgt 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
Molekulargewicht des Peptids betrdgt 92548 Da. Das Peptid war also frei von
Verunreinigungen. Die Sequenzierung erfolgte durch MALDI-PSD (post-source decay)-
Spektren. Durch die begrenzten Fokussierungseigenschaften eines Ionenreflektors bedingt
mul} ein komplettes MALDI-PSD-Spektrum abschnittsweise aufgenommen werden. Fiir ein
komplettes MALDI-PSD-Spektrum miissen etwa 10 Teilspektren aufgenommen und
anschliefend kombiniert werden. Fiir diesen Zweck stehen vollstindige Software-Programme

zur Verfliigung.
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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 Auswertung dieser Sequenzanalyse ist folgendermalen:

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 werden konnen (Abb. 3.21): Die vom Carbonyl-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 von einer Wasserstoffiibertragung begleitet, so wird jedes iibertragene H-
Atom mit einem Strich symbolisiert und zwar auf der linken Seite fiir einen Verlust und auf
der rechten Seite fiir ein zusétzliches H-Atom. Die Fragmentserien werden untereinander mit
den Nachbarspektren verglichen und ausgewertet. Die Differenz der Masse zwischen den

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

Gezeigt sind relevante Peaks zur Aufstellung der Aminosduresequenz des aufgereinigten Peptids. Die Peaks
geben die Aminosdurereste 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 Aminosdure gilt. Der Verlust von 17
Masseneinheiten entspricht dem Verlust des Ammoniaks, welches fiir einen Lysin- oder Argininrest spricht. Der
Verlust von 18 Masseneinheiten entspricht den Verlust des Wassers, was fiir einen Serin- oder einen
Threoninrest spricht.

Die Analyse der PSD-Spektren fiihrte zur Ermittlung der Peptidsequenz Ser-Arg-Pro-Thy-
Ser-Phe-Gly-Leu/Ileu-NH2. Da die Molekiilmasse des Leucins und Isoleucins identisch ist,

kann nicht angegeben werden, welche Aminosdure sich am Carboxyterminus befindet.

Um das Ergebnis der Sequenzanalyse zu iiberpriifen, wurde ein synthetisches 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

Aktivitdt in Oozyten gemessen.
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Abb. 3.23 Darstellung der StromfluBlkurve einer Qozyte, welche mit Drosophila-GPCR und dem GIRK-
Kanal (links) oder mit GIRK allein (rechts) injiziert wurde

Gezeigt ist die gemessene Aktivitit mit dem synthetisch hergestellten Peptid. Eine Aktivitdt von 570 nA bei einer
Konzentration von 10°° M wurde gemessen (links). Bei der mit GIRK allein injizierten Qozyte (rechts) wurde
ebenfalls das synthetisch hergestellte Peptid appliziert. Wie zu sehen ist, konnte kein Strom gemessen werden.

Ein MeBsignal von 570 nA konnte damit bei einer Konzentration von 10 M erhalten werden.
Dies war ein Beweis dafiir, dafl die Peptidsequenz richtig ermittelt wurde. Die Ergebnisse der
Peptidanalyse zeigten, daBl das aufgereinigte Peptid aus Drosophila-Kopfen mit dem
Helicostatin aus Lepidoptera identisch ist. Weiterhin zeigte das Drosophila-Peptid hohe
Ahnlichkeit am Carboxyterminus zu den Allatostatinen aus Diploptera (Tab. 3.1). Dieses
Ergebnis belegte eindeutig, das es sich bei dem Drosophila-GPCR tatsdchlich um ein
Allatostatin-Rezeptor (Drosophila-AlstR) handelt. Bisher war kein Rezeptor fiir das
Allatostatin-Peptid bekannt.

Aufgereinigtes Peptid (Drosophila) SRPYSFGL-NH:2
Helicostatin 3 (Lepidopteran) SRPYSFGL-NH:
Allatostatinl (Diploptera) APSGAQRLYGFGL-NH2
Allatostatinlll (Diploptera) GGSLYSFGL-NH:2
AllatostatinlV (Diploptera) DRLYSFGL-NH:
AllatostatinTyp B (Diploptera) AYSYVSEYKRLPVYSFGL-NH:
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 Ahnlichkeit 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 wund der

unterschiedlichen Allatostatine

Um die Affinitit der Rezeptor/Liganden-Bindung feststellen zu konnen, wurde eine
Dosiswirkungskurve erstellt. Hierzu wurde das Allatostatin III, Allatostatin IV und Typ B-
Allatostatin bestellt, um damit ein Vergleich erstellen zu konnen. Die Messungen erfolgten
jeweils an 4-6 Xenopus-Oozyten mit einer Konzentration von 10° M - 10" M des
gewiinschten Peptids. Die Werte wurden im Graph Pad Prism-Programm normalisiert und

ausgewertet.

Abb. 3.24 Dosiswirkungskurve des synthetisch

hergestellten Drosophila-Allatostatins und der 1.2

verschiedenen Diploptera-Allatostatine 1.0

Gemessen ist die funktionelle Expression in den )

Xenopus-Oozyten. Der Allatostatin-Rezeptor wurde 20 8-

wie bereits beschrieben (2.2.4) mit den GIRK- g :

Kanal koexprimiert. Der Ec-50-Wert fiir das E 0.6-

synthetisch erstellte Allatostatin fiir Drosophila

(quadrat) liegt bei 55 pM, 147 pM fiir das 0.4-

Allatostatin 1V aus Diploptera (Dreieck), 156 pM

fiir das Allatostatin III aus Diploptera (Kreis) und 0.2

3.3 nM fiir das Allatostatin Typ B aus Diploptera .

(Raute). Die Auswertung erfolgte mit dem Graph 0.0 —r—o—% T T T T
Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6
CA)

log[conc]
3.2.6 Struktur-und Funktionsanalyse des Allatostatin-Rezeptors

Da der chimire Rezeptor konstruiert vorlag (Abb. 3.14), konnte damit eine Struktur-Funktions-

Analyse durchgefiihrt werden. Dieser chimidre Allatostatin-Rezeptor beinhaltet den SSTR2-

Aminoterminus bis zur ersten Transmembrandoméne. Mit dieser Chimédre kann ein Vergleich in

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

ersten Transmembrandomine unterscheiden, durchgefiihrt werden. Nach der in vitro Transkription

des chimidren Rezeptors und Koinjektion mit dem GIRK-Kanal in die Xenopus-Oozyten konnte die

Dosiswirkungskurve, wie im Methodenteil (2.2.4.1) beschrieben, durchgefiihrt werden. Der EC-50-

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

geringer als der urspriingliche Allatostatin-Rezeptor.
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Abb. 3.25 Dosiswirkungskurve des Allatostatin-Peptids fiir den chiméiiren Allatostin-Rezeptor
Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve des Allatostatin-Peptids aus Drosophila melanogaster. Der Ec-50-Wert betrdigt
6.22 nM. Die Auswertung erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA).

Um weitere Struktur- und Funktionsanalysen durchfiihren zu konnen, wurden zwei Peptide
synthetisch hergestellt. Weil alle Mitglieder der Allatostatin-Familie das Pentapeptid YXFGL-NH2
am Carboxyterminus enthalten, sollte hier das Pentapeptid carboxyliert und amidiert getestet
werden. Die Sequenz fiir die Peptide lauteten YSFGL-NH2 und YSFGL-COOH. Die Analyse

erfolgte liber die funktionelle Expression in den Xenopus-Oozyten.

Durch diese Analyse konnte ermittelt werden, in wie weit der Carboxyterminus des Agonisten fiir
den Allatostatin-Rezeptor eine Auswirkung in bezug auf die Affinitit hat. Das Peptid mit der
COOH-Endung zeigte keine Affinitdt zum Allatostatin-Rezeptor (Abb. 3.26, B). Das Peptid mit der
NHz-Endung zeigte eine Affinitit von 2.1 nM (Abb. 3.26, A). Diese Ergebnisse belegen eindeutig,
daB der Carboxyterminus des Peptids amidiert sein mull, um eine Affinitit zeigen zu konnen.
Desweiteren reichen fiir eine Bindung des Allatostatin-Rezeptors die letzten fiinf Aminosduren des

Peptids aus.
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Abb. 3.26 Dosiswirkungskurve des amidierten YSFGL-Peptids und die Stromflulkurve einer Oozyte, welche mit
dem Allatostatin-Rezeptor und den GIRK-Kanal koinjiziert wurde

Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve des amidierten YSFGL-Peptids (A). Der Ec-50-Wert betrdgt 2.1 nM. Die
Auswertung erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA). Gezeigt sind zwei
Stomflufkurven (B). Bei Applikation des amidierten Peptids (10 M) konnte eine Aktivitiit von 160 nA gemessen werden
(durchgehende Linie), im Gegensatz zu dem carboxylierten Peptid konnte keine Aktivitit gemessen werden
(unterbrochene Linie).

3.2.7 Signaltransduktionskaskade des Allatostatin-Rezeptors iiber den Inositoltriphosphatweg

Um einen Vergleich iiber den Signaltransduktionsweg (IP3) zwischen den Somatostatin-Rezeptoren
und den Allatostatin-Rezeptor zu stellen, wurde wie bei 3.2 bereits beschrieben die funktionelle
Expression iiber den elektrophysiologischen Test durchgefiihrt. Hiermit konnte iiberpriift werden,
ob der Allatostatin-Rezeptor iiber Inositoltriphosphat (IP3) den Signaltransduktionsweg auslost.
Wenn es der Fall ist, wiirden bei der Agonistenstimulation die UE der oozyteneigenen G-Proteine
die Freisetzung von Ca'"-lonen aus intrazelluliren Speichern mit Hilfe des Inositoltriphosphates
bewirken. Dadurch wiirden die membranstindigen Chloridkanile aktiviert werden, so dal im
letzten Schritt der Signaltransduktion dieses zu einem einwérts gerichteten Membranstrom fiihrt,
der elektrophysiologisch mefbar 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-Rezeptors wird nicht liber den Inositoltriphosphatweg

vermittelt.
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3.3. Klonierung weiterer Allatostatin-Rezeptoren aus Periplaneta americana (Schabe)

und Carausius morusus (Stabheuschrecke)

Das Allatostatin wurde urspriinglich aus dem Schabenhirn der Diploptera punktata als Neuropeptid
identifiziert (Woodhead et al., 1989; Pratt et al., 1989). Der Name Allatostatin wurde aus dem
Organ ,,corpora allata® (Allato) abgeleitet, weil es dort identifiziert wurde (Tobe, 1980). Da das
Peptid eine inhibierende Wirkung auf die Juvenile Hormon-Synthese in der corpora allata bei
Diploptera bewirkt, wurde das ,,statin“ noch hinten hinzugefiigt, so kam der Name Allatostatin
zustande. In Drosophila inhibiert das Allatostatin nicht die Juvenile Hormon-Synthese in der
corpora allata, sondern inhibiert die Darmbewegung. Bei der Immunreaktivitdt findet man das

Allatostatin im ZNS und in der Peripherie.

Da Allatostatin-Peptide aus Periplaneta americana und Carausius morusus seit langerem bekannt
waren, aber der Rezeptor nicht kloniert vorlag, wurde auf die Bitte von Prof. Dr. Gdde (Universitét
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 angewendet. Fiir die erste Amplifizierung wurde ein
zusitzlicher degenerierter reverser Primer (PeaR1) anhand der Aminosduresequenz 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 sequenziert. Fiinf Klone zeigten einen offenen Leserahmen und eine
Ahnlichkeit von 70 % in der TM-Region auf Aminosiureebene zu dem Drosophila-AlstR. Es
wurde eine Konsensus-Sequenz anhand der fiinf Klone erstellt. Die Konsensus-Sequenz beinhaltete

537 bp.

Um nun das 5’-Ende und das 3’-Ende iiber die RACE-Technik zu amplifizieren, wurden spezifische
Primer anhand dieser Konsensus-Sequenz konstruiert. Die Enden konnten mit Hilfe der RACE-RT-
PCR-Technik amplifiziert werden. 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-
Sequenz ging iiber das potentielle Startkodon hinaus und enthielt im 5’-untranslatierten Bereich ein
in frame Stop-Triplett, so dal davon ausgegangen werden konnte, dal3 es sich bei dem Methionin
wirklich um das Initiationskodon handelte. Die Analyse der Sequenz des 3’-RACE-Produktes zeigte

ebenfalls einen offenen Leserahmen von 188 bp.
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Diese Region ist umgeben von einem 316 bp langem Bereich, wobei sich hier nach dem 3’-Ende -
nach dem Stopkodon - ein Polyadenylierungssignal befindet. In beiden RACE-Produkten konnte
davon ausgegangen werden, dal die 5’- und 3’-Enden des kodierenden Bereiches vollstindig
waren. Um den Klon in voller Linge (gesamte cDNA) zu erhalten und somit die funktionelle
Expression in Xenopus-Oozyten zu ermdglichen, wurden zwei spezifische Primer jeweils am Start-
und am Stopkodon entworfen. Fiir diese RT-PCR wurde ebenfalls die Pfu-DNA-Polymerase
verwendet, da diese iiber eine Exonuklease-Aktivitit verfligt und somit die Mutationsrate deutlich
verringert ist. Es wurde ein Klon ausgewéhlt, der keine Mutation gegeniiber der Konsensussequenz

aufwies.

Das Sequenzierungsergebnis zeigt einen offenen Leserahmen von 1269 bp, der fiir ein Protein von
423 Aminosduren kodiert. Umgeben ist dieser Bereich von einem 186 bp umfassenden 5’UTR-
Bereich und einem 316 bp langen 3’UTR-Bereich. Die Primarsequenz des Schaben-GPCR-Klons
weist verschiedene Konsensussequenzen fiir mogliche Proteinmodifikationen auf. So befindet sich
an den Asparagin-Resten 27, 31, 41 entsprechend der Konsensussequenz [N-X-S/T] die
Moglichkeit einer Glykosylierung (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Desweiteren gibt es an den
Positionen 178, 181 und 282 den Konsensussequenzen [(S/T)-X-(K/R)] entsprechend die
Moglichkeit einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C (Woodgett et al., 1986) und der Position
287 durch Proteinkinase A mit der Konsensussequenz [R-X-(S/T)]. Ein Vergleich der
Primérsequenz des Schabenrezeptors mit der Datenbank ergab eine deutliche Ahnlichkeit von 70 %

in den TM-Regionen auf Aminosdureebene zu dem Drosophila-AlstR (Abb.3.27).

70



ERGEBNISSE

60
SchabeAlstR  ~~~~~m~~ 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 VVANQQOMRST TNLLIINLAV
121 180
SchabeAlstR ADLLFIVFCV PFTATDYVLP FWPFGDIWCK IVQYLIVVTA YASVYTLVLM SLDRFLAVVH
DrosAlstR SDILFVIFCV PFTATDYVLP EWPEFGNVWCK FVQYMIVVTC HCSVYTLVLM SEFDRFLAVVH
181 240
SchabeAlstR PITSMSIRTE RNAIAATIAVT WVVILLASVP VYLSHGEVTY TYSSAEHTAC VEFLEADPINR
DrosAlstR PVTSMSLRTE RNATLAIMCA WITIVTTAIP VALSHSVRIY QYHGNAGTAC VESTEEEI..
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 QQOQPQANGRA LNN.ECVEND NKSGLLNVTK
DrosAlstR NFRKAFRKVV WCGS..... P PPLMTNQQVT KTTRTATGNG TSNIEML~~~ ~~~~~~~~a~
421 433
SchabeAlstR ATRANGSSND IL*
DrosAlstR ~~~~v~smsv~v~s v

Abb. 3.27 Aminosiurevergleich der Allatostatin-Rezeptoren aus der Schabe und Drosophila

Der Vergleich wurde mit dem GCG-Programm erstellt. Die sieben TM-Domdnen sind durch die rote Schrift
gekennzeichnet.

Nachdem der Rezeptor aus der Schabe in voller Linge kloniert worden war, konnte Uberpriift
werden, ob dieser Rezeptor auch der Allatostatin-Rezeptor ist. Da eine Sequenzéhnlichkeit von 70%
auf Aminosdureebene zu dem Drosophila-AlstR bestand, wurde davon ausgegangen, daf3 der
Signaltransduktionsweg der selbe wie der des Drosophila-AlstR ist. Somit konnte der Nachweis
wie unter 3.2. beschrieben iiber das Xenopus-Oozyten-System elektrophysiologisch erfolgen. Auch
der Schaben-GPCR wurde mit dem GIRK-Kanal koexprimiert. Die Ergebnisse belegten deutlich,
daB der Schaben-GPCR ein Allatostatin-Rezeptor ist. Es konnte eine Aktivitdt von 460 nA bei einer

Konzentrationszugabe von 10 M gemessen werden.
Um auch hier die Affinitdt der Rezeptor/Liganden-Bindung feststellen zu kénnen, wurde eine

Dosiswirkungskurve erstellt. Die Messungen erfolgten wie unter 3.3.1 beschrieben. Die Werte

wurden im Graph Pad Prism-Programm normalisiert und ausgewertet.

71



ERGEBNISSE

SchabeAlstR
1.01
= B-Typ-Allatostatin
0.8 4 Allatostatin 1V
v Allatostatin [l
0.6+
£
= 0.4-
0.2
OO » 1 1 ] ] 1
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

log[conc]

Abb. 3.28 Dosiswirkungskurve der verschiedenen Diploptera-Allatostatine

Gezeigt ist die Dosiswirkungskurve der unterschiedlichen Allatostatine aus Diploptera. Der Ec-50 Wert fiir das
Allatostatin 1V betrdigt 8.8 nM, 12 nM fiir das Allatostatin Il und 114 nM fiir das Allatostatin Typ B. Die Auswertung
erfolgte mit dem Graph Pad Prism-Programm (GraphPad Inc., San Diego, CA)

Die Strategie fiir die Klonierung des putativen Allatostatin-Rezeptors aus der Stabheuschrecke war
die selbe wie fiir den Drosophila- und den Schaben-AlstR. Somit wurde die erste Amplifizierung
iber die RT-PCR mit den degenerierten Primern durchgefiihrt. Die erste Teilsequenz der
Stabheuschrecke wurde mit den Primern SRF1/SRR2 und SRF1/PeaR1 amplifiziert. Diese PCR-
Amplifikate wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und iiber die Restriktionsstellen
BamHI/EcoRI in den pBluescript SK+-Vektor kloniert und sequenziert. Vier Klone zeigten einen
offenen Leserahmen mit einer Ahnlichkeit von 56 % zu dem Allatostatin-Rezeptor aus Drosophila
melanogaster auf Aminosdureebene. Vier weitere Klone zeigten ebenfalls einen offenen
Leserahmen mit einer Ahnlichkeit von 36 % zu dem humanen Somatostatin-Rezeptor]l auf
Aminosdureebene. Es wurde fiir beide Klone eine Konsensus-Sequenz anhand der Sequenzdaten
erstellt. Die Konsensus-Sequenz fiir den putativen Allatostatin-Rezeptor beinhaltete 628 bp und fiir
den putativen Somatostatin-Rezeptorl 629 bp. Um das 5’-Ende und das 3’-Ende iiber die RACE-

Technik zu amplifizieren, wurden spezifische Primer anhand der Konsensus-Sequenz konstruiert.
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CamAlStR ~r~~~~rvrvvvny vvmvnv v nnvv NN v NN NN NN N NN NN NN N NN NN N e 60
SchabeAlstR ~~~~~n~w MD VSGTVTAPPP LGVGIGGLRY HACVNISVNT SELSAFCSNS SEQLNGYGLD
DrosAlstR MAGHQSLALL LATLISSWPK ASWGATG..N GSIISVSNSS GNNYAFTSEH TDHSDHNAND
CamSSTR ~rnmmmnnnn mnnnananan mnna MSVEQ VTVMVTSLED LNTSSTTDPL VLRFSKMQTV
CamALSEtR r~rvrvrmmvmmmcs vavmn vy NN N NN N NN NN N N NN NN NN N N N NN N NN N N N 120
SchabeAlstR PPPEPQSLQL IQKIVSIVVP LLFGLIVLVG LEFGNALVVLV VAANQQMRST TNLLIINLAV
DrosAlstR SMEYDAESVA LERIVSTIVP VFFGIIGFAG LLGNGLVILV VVANQQOMRST TNLLIINLAV
CamSSTR MSLDHHECDT DQPTLLLITQ VLYAAVCIVG LLGNGLVIYV VLRFSKMQTV TNMYIVNLAV
CamAlStR ~~~~~~~ssn mavsss 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 VELEADPINR
DrosAlstR PVTSMSLRTE RNATLAIMCA WITIVTTAIP VALSHSVRIY QYHGNAGTAC VFSTEEET..
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 PLMLISVEYI .LVIRKLKTV GPKNK.SKEK KKSHRKVTKL
CamAlstR VVVVVAIFAV CWFP...IQM ILVLKSVDRY EITNTSVM.Q IVSHVLAYMN SCVEPRL~~~ 360
SchabeAlstR VVVVVAIFAV CWEP...IQL ILVLKSVDKY EITNTSVMIQ IVSHVLAYMN SCVNPILYAF
DrosAlstR VVVVVLAFAI CWLP...IHV ILVLKALNLY GGSHLSVIIQ IISHVVAYTN SCINPILYAF
CamSSTR VLTVITVYVL CWLPYWLTQOM ALIFTPPKQC Q.SRVSITVF LLAGCLSYSN SAMNPILYA~
CamALSLR r~revrvrmmvmmmcs vavmn vy NN N NN N NN NN N N NN N NN NN N NN NN NN N N N 420
SchabeAlstR LSDHFRKAFR KVINCGSAQR AQPGPRYHRA STIQQQPQAN GRALNNECVE NDNKSGLLNV
DrosAlstR LSDNFRKAFR KVVWCGSPPP LMTNQQVTKT TRTATGNGTS NIEML~~~~~ ~~v~sn~~ns
CamSSTR  ~rmvmvrmsv s v v v v NN NN N NN N N NN NN N N N N N NN N N N N N N NN N N N e
CamAlstR ~~~~v~vmvm~~ v 434
SchabeAlstR TKATRANGSS NDIL
DrosAlstR ~~~~~v~vmnn~ v
CamSSTR  ~~~~~~v~v~v~vs v
Abb. 3.29 Aminosdurevergleich der Allatostatin-Rezeptoren aus Drosophila (DrosAlstR), der Schabe

(SchabeAlstR), der Stabheuschrecke (CamAlstR) und der Somatostatin-ihnliche Rezeptor aus der

Stabheuschrecke (CamSSTR)
Der Vergleich wurde mit dem GCG-Programm erstellt. Die TM-Domdnen sind durch die rote Schrift gekennzeichnet.
Die identischen Aminosdurereste der aufgefiihrten Rezeptoren sind fett markiert. Erkldrung bitte siehe im Text.

Der Vergleich der Aminosduresequenz (Abb. 3.29) zeigte die hochste Aminosdure-Identitit in der
ersten extrazelluldren, sowie der zweiten intrazelluliren Schleife zwischen den aufgefiihrten
Rezeptoren. Diese konservierte Region mag wichtig fiir die Konformationsdnderung der TM-

Region nach der Agonistenstimulation sein (Bockaert und Pin, 1999).
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Weiterhin ist bei dem Somatostatin-dhnlichen Rezeptor aus der Stabheuschrecke an der
Schnittstelle der dritten TM und der zweiten intrazelluldren Schleife das Tripeptid (DRY)
konserviert, sowie auch bei den Sdugerhomologen. Allerdings ist bei den Allatostatin-Rezeptoren
an der dritten Position des Tripeptids (DRF) ein Phenylalanin- statt ein Tyrosinrest. Das
Phenylalaninrest mag fiir 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 konserviert ist und die Stabilisierung wéhrend der Konformationsinderung

ermoglicht, befindet sich ebenfalls in allen neu klonierten Rezeptoren.
Mit Hilfe der RACE-PCR-Technik konnte fiir den putativen Somatostatin-Rezeptorl das 5’-Ende

amplifiziert werden. Zur vollstindigen Analyse miiite zusitzlich noch das 3°-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
thre eigene Subfamilie innerhalb der Familie 1 der GPCRs bilden (Darlison und Richter.
1999). Es gibt neun unterschiedliche Rezeptoren (SSTR1-SSTRS, p-, k-, 6-, Orphanin FQ-
Opioid-Rezeptor), deren physiologische Liganden bekannt sind. Es gibt auch einige
Rezeptoren, deren Liganden nicht identifiziert werden konnten (O’Dowd 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-dhnlichen Rezeptor zu identifizieren. Die Aminosduresequenz des
Rezeptors sollte mit denen der Vertebraten-Rezeptoren verglichen werden. Dadurch konnten
Erkenntnisse {iber konservierte Bereiche, sowie einen Einblick 1iiber mogliche

Ligandenbindungsdoménen gewonnen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide, welche auf der
Basis der fiinf 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 Aminosduren langes Protein. Ein Vergleich der Aminosduresequenz des
Drosophila-Klons mit der Genbank ergab eine deutliche Zuordnung in die Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (Drosophila-GPCR). Um fiir den neu beschriebenen
Drosophila-GPCR einen Liganden zu identifizieren, wurde die reverse physiology-Strategie
angewendet (Meunier ef al., 1995; Reinscheid et al., 1995; Tensen et al., 1998; Birgiil et al.,
1999). Bei der reverse physiology-Strategie dient die Rezeptor-DNA als biologischer Sensor
wihrend dem Aufreinigungsproze3 (Reinscheid et al., 1999). Der ligandhaltige Extrakt kann
auf diese Weise bestimmt werden. Diese aktive Fraktion wird {iber mehrere Schritte zur
Homogenitdt aufgereinigt. Der Drosophila-GPCR konnte mit Hilfe dieser Methode als

Allatostatin-Rezeptor (Drosophila-AlstR) charakterisiert werden.
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Die Aminosiuresequenz des Drosophila-AlstRs zeigt eine Ahnlichkeit von 30-35 % zu der
Somatostatin-, Opioid- und der Galanin-Rezeptor-Familie in den TM-Regionen (Darlison ef
al., 1997, Kavoor et al., 1997; Kreienkamp, 1999). Insbesondere zeigte eine
Hydropathieanalyse aus der abgeleiteten Aminosdurersequenz des Drosophila-AlstRs sieben
Transmembran-Bereiche, die jeweils aus mindestens 21 vorwiegend hydrophoben
Aminosduren bestehen. Diese Anzahl von hydrophoben Aminoséuren ist erforderlich damit
die Zellmembran einmal durchquert werden kann (Ross, 1989). Diese Transmembranregionen
werden auch als ,zentrale Kerndoméne* bezeichnet, da sie fiir G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren charakteristisch sind (Bockaert und Pin, 1999). Die sieben Transmembran-
Regionen (TM I- TM VI) sind mit drei intrazelluldren- und drei extrazelluldren-Schleifen
verbunden (Baldwin, 1993). Die kurze dritte extrazelluldre-Schleife ist ebenfalls eine weitere

Gemeinsamkeit, die fiir viele Neuropeptidrezeptoren charakteristisch ist (Probst et al., 1992).

Die Bereiche am Ubergang von der Schnittstelle zwischen der dritten TM und der zweiten
intrazelluliren Schleife sowie am Ubergang von der Schnittstelle zwischen der fiinften TM
und der dritten intrazelluldren Schleife sind bei den GPCRs stark konserviert. Es wird
vermutet, dall diese Bereiche fiir die Protein-Interaktion zustindig sind (Bockaert und Pin,
1999). Am Ubergang von der Schnittstelle zwischen der dritten TM und der zweiten
intrazelluldren Schleife befindet sich fiir die Familie 1 der GPCRs das konservierte DRY -
Motiv (Probst ef al., 1992; Savarese und Fraser, 1992). Untersuchungen an mutierten GPCRs
im DRY-Motiv lassen vermuten, daB3 die partielle zweite sowie dritte intrazelluldre Schleife
und in einigen Fillen 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
Schliisselrolle in der Signaltransduktion dieser GPCRs iibernimmt 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 welchem Grund das Tripeptid nur fiir die GPCRs der
Familie 1 konserviert ist, konnte an der unterschiedlichen Konformationsinderung der
Kerndomine innerhalb der Mitglieder der GPCR-Familie liegen (Bockert und Pin, 1999). Bei
dem Drosophila-AlstR ist an dieser Position, am Ubergang von der Schnittstelle zwischen der
dritten TM und der zweiten intrazelluldren Schleife, das Tripeptid (DRF) bei allen bisher
klonierten Allatostatin-Rezeptoren konserviert. Diese starke Konservierung kann unter
anderem der Grund dafiir sein, dal die Somatostatin- sowie die Opioid-Rezeptoren und der

Drosophila AlstR denselben Sduger-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 moglicherweise dhnlich wie die Somatostatin-Rezeptor-Familie an die Gao/Gai-Familie
der G-Proteine gekoppelt (Birgiil et al., 1999). Es ist bekannt, dal die metabotropischen
Glutamat-Rezeptoren, die liber die Phospholipase C den Signaltransduktionsweg auslésen, an
die Gog-Untereinheit der G-Proteine koppeln (Sharon ef al., 1997). Bei der Expression des
Drosophila-AlstRs  im  Xenopus-Oozyten-System  wurde keine Aktivierung der
membranstindigen Chloridkandle iiber den Inositoltriphosphat-Signaltransduktionsweg
beobachtet. Der Drosophila-AlstR zeigt somit weiterhin eine funktionelle Ahnlichkeit zu der
Somatostatin-Rezeptor-Familie, bei der bekannt ist, dal sie ebenfalls nicht iiber die

Phospholipase C den Signaltransduktionweg auslost.

Am Ubergang der sechsten TM-Domine zur dritten extrazellulire Schleife sowie in der
dritten extrazelluldre Schleife weisen die GPCRs untereinander nur eine begrenzte
Ahnlichkeit auf (Metzger und Ferguson, 1995). Durch Mutationsanalysen wie z.B.
Punktmutation und Konstruktion Chimérer Rezeptoren, konnte gezeigt werden, da3 die dritte
extrazelluldre Schleife fiir die Ligandenspezifitit zustindig ist (Metzger und Ferguson, 1995).
Ebenso konnte beim Galanin-Rezeptor-Subtypl keine Aktivitit mehr beobachtet werden,
wenn eine Punktmutation des Histidins (His 264, His 267) eingefiihrt wurde (Kask et al.,
1996). Beim Drosophila-AlstR ist ebenfalls ein Histidinrest (His 306) an dieser Position
konserviert, ob durch eine Punktmutation des Histidins dhnlich wie bei dem Galanin-
Rezeptor-Subtyp 1 eine Reduktion der Agonisten Affinitdit bewirkt werden kann, miiflte
untersucht werden. Dies wiirde eine weitere Ahnlichkeit zwischen dem Drosophila-AlstR und
den GPCRs hinweisen. Der SSTR2-Subtyp zeigt eine hohe Affinitit zum Somatostatinl4-
Analog SMS 201-995, im Unterschied dazu zeigt der SSTR1-Subtyp eine geringere Affinitét
(Kaupmann et al., 1995). Der SSTR1-Subtyp wurde in drei aufeinander folgenden Schritten
so mutiert, da der SSTR1-Subtyp eine hohe Affinitit zum SMS 201-995 zeigte, somit
konnten diese beiden Rezeptor-Subtypen miteinander verglichen werden. Der mutierte
SSTR1-Subtyp erhielt eine zusitzliche Punktmutation im Serin305 zum Phenylalanin in der
siebten TM-Domine, dieses bewirkte eine geringere Affinitit zum SMS 201-995. Zu eine
zweiten zusitzlichen Mutation vom Glutamin (Gln 291) zu Arginin fiihrte zur urspriinglichen

Affinitdt zum SMS 201-995 (Kaupmann et al., 1995).
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Aufgrund dieser Experimente vermuten die Autoren, da3 dieser Bereich beim SSTR2-Subtyp
mit den Aminoséureresten Asparagin (Asn 276, Phe 295) und Phenylanin (Asn 276, Phe 295)
am Ende der TM VI und Anfang der TM VII fiir die Bindung an das SMS 201-995 d.h. fiir
die Selektivitit der Liganden zustindig sind. Beim Drosophila-AlstR ist am Ubergang der
sechsten TM-Doméne zur der dritten extrazelluldre Schleife sowie die dritte extrazelluldre
Schleife und der Ubergang von der dritten extrazellulidren Schleife zur siebten TM-Doméne
die Aminosduresequenzen nur begrenzt dhnlich. Moglicherweise sind diese Regionen fiir die
Spezifitit der Ligandenbindung verantwortlich. Diese Verdnderung hinsichtlich der Struktur
im Laufe der Evolution mag fiir die Anpassung an neue Peptid-Liganden wichtig sein (Birgiil

et al. 1999).

Weitere funktionelle Bereiche, die bei fast allen Mitgliedern der G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren héufig beschrieben werden, sind auch beim Drosophila-AlstR identifiziert
worden: Die moglichen asparagingebundenen  Glykosylierungsstellen sind im
aminoterminalen Bereich (Asn 28, Asn 36, Asn 57) lokalisiert. Es wird vermutet, dal3 die
Glykosylierungen am Aminoterminus d.h. im extrazelluldren Bereich des Rezeptors, fiir eine
Bindung des Liganden bereit gehalten wird (Rens-Domiano und Reisine, 1991), wie durch
Untersuchungen an eine doppelt Mutation an den moglichen Glykosylierungsstellen im
Asparagin (Asn 18, Asn 31) des Somatostatin-Rezeptors subtyp 3 gezeigt werden konnte, bei
der dies zur einer signifikanten Reduktion der Agonisten Affinitdt fithrte (Nehring et al.,
2000). Desweiteren ist eine mogliche Palmitoylierungsstelle kurz nach der siebten TM-
Doméne (Cys 364) lokalisiert. Vermutlich ist das Cystein an dieser Stelle fiir die Verankerung
des Carboxyterminus an den /lipid bilayer mit verantwortlich. Es gibt auch Evidenzen dafiir,
daBl eine Palmytoylierung einiger GPCRs die Desensitivierung beeinflusst (Bohm et al.,
1997). Bei der Desensitivierung wird der aktivierte Rezeptor vom G-Protein, innerhalb von
Sekunden zu Minuten, entkoppelt. Beim -Adrenergen Rezeptor wurde das Cystein an der
Aminosdure-Position 341 mutiert (C341G), so da3 keine mogliche Palmitoylierungsstelle zur
Verfligung stand. Bei der Mutante C341G konnte eine Verldngerung der Desensitivierung
beobachtet werden (Moffett et al.,, 1993; Moffett et al., 1996). In wie weit die
Desensitivierung durch Palmitoylierung den Drosophila-AlstR beeinflusst kann, miilite

untersucht werden.
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Weiterhin gibt es an den Aminosdure-Positionen 184, 187, 214, 282 und 379 entsprechend der
Konsensussequenzen die Mdglichkeit einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C und an
der Aminoséure-Position 290 die Moglichkeit einer Phosphorylierung durch Proteinkinase A.
Die Phosphorylierung durch Proteinkinase A oder C wird in die Klasse der second messenger
abhingigen Kinasen eingeordnet, diese Proteinkinasen vermitteln die Agonisten-unabhéngige
Phosphorilierung des Rezeptors (z.B. B-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-abhingige Phosphorylierung und leiten die homologe
Desensitivierung ein (Bohm et al., 1997). Moglicherweise konnte die Phosphorylierung durch
Proteinkinasen die Desensibilierung beim Drosophila-AlstR auch beeinflussen. Um diese
Aussage zu verifizieren sind noch weitere Untersuchungen notig. Zudem befindet sich jeweils
ein Cystein-Rest in der ersten und der zweiten extrazelluldaren Schleife, die in der Familie der
GPCRs meistens konserviert sind.  Moglicherweise sind die Cysteinreste fiir die
Stabilisierung der sieben TMs durch Disulfidbindung wihrend der Konformationsianderung

notig (Bockaert und Pin, 1999).

Dank des Drosophila-Genomprojektes konnte die genomische Struktur des Drosophila-
AlstRs aufgekliart werden. Die kodierende Region der mRNA des Drosophila-AlstRs verteilt
sich auf 8 Exons. Die in Drosophila identifizierten 100 GPCR-Gene enthalten in den meisten
Féllen mehrere Exons (Brody und Cravchik, 2000). Die Vertebraten-Gene fiir GPCRs
enthalten meistens weniger Exons (Brody und Cravchik, 2000). Das Somatostatin-Rezeptor-
Subtypl Gen enthélt nur ein Exon (Hauser ef al., 1994). Somit konnte der Unterschied bei
Vertebraten und Invertebraten im Bezug auf die Organisation der genomischen Struktur durch

die Aufklarung des Drosophila-AlstR-Gens bestitigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Allatostatin-Rezeptor-cDNAs kloniert werden. Aus
der Kiichenschabe Periplaneta americana ist der vollstaindige cDNA-Klon durch
Verwendung der selben Klonierungsstrategie der Schaben-AlstR kloniert worden. Die
abgeleitete Aminosiuresequenz des Schaben-AlstRs zeigt eine Ahnlichkeit von 70 % zu dem
Drosophila-AlstR in den TM-Regionen. Die mdglichen funktionellen Bereiche, die beim
Drosophila-AlstR  beschrieben wurde, sind auch hier beim Schaben-AlstR identifiziert

worden.
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Die moglichen asparagingebundenen Glykosylierungsstellen (Asn 27, Asn 31, Asn 41),
mogliche Palmitoylierungsstelle (Cys 364), mogliche Phosphorylierung 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 iiber dieselbe Klonierungsstrategie —
zweil weitere partielle cDNAs kloniert worden. Nach einem Vergleich der Primérsequenz der
partiellen cDNA mit der Datenbank zeigte die Sequenz einen offenen Leserahmen mit einer
Ahnlichkeit von 56 % in den TM-Regionen zu dem Drosophila—AlstR auf Aminosiureebene.
Die andere partielle cDNA aus der Stabheuschrecke zeigte ebenfalls einen offenen
Leserahmen und eine Ahnlichkeit von 36 % in den TM-Regionen zu dem humanen
Somatostatin-Rezeptor 1 auf Aminosdureebene. Nachdem die partielle Sequenz, die dem
Somatostatin-Rezeptor 1 aus der Stabheuschrecke dhnelt, kloniert vorlag und das Drosophila
Genom vollstindig sequenziert war, konnten mit Hilfe dieser Daten zwei Rezeptor-Subtypen,
die eine Ahnlichkeit zum Somatostatin zeigten, aus Drosophila in unserer Arbeitsgruppe
kloniert werden (Daten noch nicht publiziert). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf} die

verwendete Strategie zur Klonierung eines GPCRs sehr effektiv ist.

Ein Vergleich der aufgefiihrten (Abb. 4.3) Neuropeptid-Rezeptoren (Somatostatin-, Opioid-,
Galanin-, Tachykinin-Rezeptor und Neuropeptid Y-Rezeptor) zeigt, dal die Neuropeptid-
Rezeptoren sich in vier Hauptgruppen - die Somatostatin-, die Opioid-, die Allatostatin-, und
die Galanin-Rezeptor-Familie - unterteilen. Der Drosophila-AlstR zeigt die hochste
Ahnlichkeit zu den Allatostatin-Rezeptoren der Schabe und der Stabheuschrecke. Alle diese
Allatostatin-Rezeptoren wiederum sind den Galanin-Rezeptoren am dhnlichsten. Die
Somatostatin- sowie die Opioid-Rezeptor-Familie stellen eine eigenstindige Rezeptorfamilie
dar, vermutlich besitzen sie einen gemeinsamen Ursprung. Die Rezeptoren fiir Tachykinin
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 anndhernde phylogenetische Beziehung gestellt werden.

80



DISKUSSION

Abb. 4.3 Verwandschaft abgeleiteter

u-Opioid

5-Opioid Aminosiuresequenzen G-Protein-gekoppelter

x-Opioid Rezeptoren

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen zwischen
Rezeptoren fiir Somatostatin (SSTRI-5),Galanin
SSTR4 (Galaninl und 2) und Opioid (u—, 6—, k—Opioid)

_ﬁ—’r SSTR1 aus dem  Sduger, Allatostatin (DrosAlstR),

Nociceptin/OFQ

Tachykinin ~ (DrosNKD)  und  NeuropeptidY

SSTR5 (DrosNPY) aus Drosophila, Allatostatin
SSTR2 (SchabeAlstR) aus der Schabe, Allatostatin
(CamAlstR) und Somatostatin-dhnlicher Rezeptor
SSTR3 (CamSSTR) aus der Stabheuschrecke. Die
] CamSSTR Somatostatin- sowie die Opioid-Familie bilden eine
eigenstindige  Rezeptorfamilie, wobei  sie
CamAlstR . . . .
vermutlich einen gemeinsamen Ursprung besitzen.
SchabeAlstR Die Allatostatin-Rezeptoren  zeigen die hdchste
Ahnlichkeit zu der Galanin-Rezeptorfamilie. Die
[ DrosAlstR neu klonierten Rezeptoren sind in blauer Schrift
Galanin2 gekennzeichnet. Der Balken Kennzeichnet die
. Mutationsrate pro 100 Aminosdure.
Galanin1
DrosNPY
DrosNKD

Mit Hilfe der reverse physiology-Strategie konnte der native Ligand des Drosophila-AlstR
isoliert werden. Der Name Allatostatin wurde urspriinglich eingefiihrt, da sie die Juvenile-
Hormon-Biosynthese in vitro bei Insekten in der Corpora allata (CA) inhibierte (Tobe, 1980).
Das ,,allato* wurde aus der Corpora allata* abgeleitet, weil die Wirkung des Allatostatins das
erste Mal dort beobachtet wurde. Da das Allatostatin eine inhibierende Wirkung zeigte, wurde
das ,.statin“ noch hinten hinzugefiigt. Das Allatostatin wurde zuerst aus der Kiichenschabe
(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). Hierzu kénnen
einige Beispiele gegeben werden: Die Kiichenschaben Periplaneta americana (Weaver et al.,
1994) und Blattella germanica (Belles et al., 1994), die Grille Gryllus bimaculatus (Lorenz et
al., 1998), die Stechmiicke 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 EinfluB auf die Biosynthese des
Juvenile-Hormons (Bendena et al., 1999). Das Allatostatin inhibiert bei Drosophila die
Darmbewegung, so da3 es auch als Gehirn-Darm-Peptid bezeichnet wird (Géde et al,. 1997).
In Drosophila konnte durch Immunreaktivitit das Allatostatin vorwiegend in den Ganglien
des ZNS identifiziert werden (Yoon und Stay, 1995). Die mRNA des Drosophila-AlstRs wird
vorwiegend im Kopf und im Korper der Fliegen exprimiert (Birgil er al., 1999). Das
Drosophila-Allatostatin wurde ebenfalls aus dem Kopf und aus dem Korper isoliert. Diese
weisen darauf hin, daBl der Drosophila-AlstR sowie das Drosophila-Allatostatin ubiquitér

vorkommen.

Die cDNA fiir den ersten Allatostatin-Precursor wurde aus der weiblichen Kiichenschabe
Diploptera punctata tiber die RT-PCR mit spezifischen Primern amplifiziert (Donly et al.,
1993). Spiter konnte aus der ¢cDNA und der genomischen DNA der Kiichenschabe
Periplaneta americana auch der Allatostatin-Precursor amplifiziert werden (Ding et al.,
1995). Der Precursor ist in Doménen unterteilt (Abb. 4.1), die mit der hydrophoben
Signalsequenz beginnen und mit den Aminosduren Gly-Lys/Arg-Arg enden. An diesen

Aminoséuren findet die a.-Amidierung und die endoproteolytische Spaltung statt.

Signalpeptid | Spacer|l| 2| 3|4 | Spacer | 5| 6| 7| 8 |9 |10| Spacer|11| Spacer| 12 13 14

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Allatostatin-Precursors aus Periplaneta americana. Dieser Precursor
enthdlt 14 Allatostatin-Peptide (1-14).

Die Aminoterminis der Allatostatine sind in der Linge und der Sequenz sehr unterschiedlich,
z.B. enthdlt das Allatostatinl aus der Diploptera punctata 13 Aminosduren, wobei das
Allatostatin vom TypB 18 Aminosduren enthélt. Das Drosophila-Allatostatin enthélt 8
Aminosduren 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, Gide 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).
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Das Drosophila-Allatostatin endet ebenfalls mit der konservierten Pentapeptidsequenz (Birgiil
et al., 1999). Es wird vermutet, dafl das Pentapeptid fiir die Rezeptorbindung sehr wichtig ist
(Hayes et al., 1994; Nachman et al., 1998). Als der Drosophila-AlstR kloniert vorlag und eine
funktionelle Expression in den Xenopus-Oozyten moglich war, wurde die Aktivitit von zwei
synthetisch hergestellten Pentapeptiden (Y-S-F-G-L-NH> und Y-S-F-G-L-COOH) wie
bereits beschrieben (3.2.6) in den Xenopus-Oozyten gemessen. Das carboxylierte Pentapeptid
zeigte keine Affinitdit zum Drosophila-AlstR, eine Bindung zwischen Agonist und
Drosophila-AlstR wurde nicht beobachtet. Das amidierte Peptid zeigte hingegen eine hohe
Aktivitit. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dal der Carboxyterminus des Allatostatins
amidiert sein mufl, um mit hoher Affinitit an den Rezeptor zu binden. Zudem reichen die
letzten fiinf Aminosduren des Peptids fiir eine Bindung an den Drosophila-AlstR aus. Das
Amid am Carboxyterminus ist moglicherweise durch posttranslationale Modifikationen
entstanden. Diese Modifikationen verleihen dem Peptid vermutlich eine héhere Resistenz
gegeniiber enzymatischen Abbau (Belles et al., 1994; Weaver et al., 1994; Woodhead et al.,
1994; Lorenz et al., 1995).

Durch die eingefiihrte und etablierte Methode der funktionellen Expression im Oozyten-
System konnte in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls der native Ligand fiir den Sduger-Orphan-
GPCR, SLC-1, mit Hilfe der HPLC-Fraktionierung und Aktivititsmessungen in den Xenopus-
Oozyten aufgereinigt und als melanin concentrating hormone (MCH) charakterisiert werden
(Béchner et al., 1999). Die Xenopus-Oozyten eignen sich aus mehreren Griinden besonders
gut als Expressionssystem. Als Eizelle besitzen sie eine sehr hohe Translationsfihigkeit.
AuBerdem fiihren sie an Fremdproteinen die meisten posttranslationalen Modifikationen, wie
Gykosylierung und Acetylierung durch und bauen Kanéle korrekt in die Zellmembran ein. Sie
sind wegen ihrer Grof3e einfach zu handhaben. Ein Vorteil dieses Expressionssystems ist auch
die schnelle und einfache Analyse der Ergebnisse. AuBlerdem haben sie nur wenige endogene
Rezeptoren und Kanéle, was 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 Rezeptoren, die unter Umstidnden die Messungen erschweren konnen. Zudem
konnen die Ergebnisse erst nach einigen Stunden oder auch nach einigen Tagen analysiert

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-Kopfen isoliert, so dal 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 weisen darauf hin, da§ die in Invertebraten
weit verbreiteten Allatostatine iiber eine Familie von Rezeptoren wirkt, die strukturell und
funktionell verwandt zu den Somatostatin-, Opioid- und Galanin-Rezeptoren der Vertebraten

1st.

Nachdem fiir das Allatostatin der unbekannte Drosophila-AlstR jetzt identifiziert und die
mogliche Signaltransduktionskaskade entschliisselt worden sind, konnte durch Punktmutation
in den konservierten Bereichen des Drosophila-AlstRs mogliche Ligandenbindungsdoménen
untersucht werden. Diese Daten konnten fiir einen Vergleich zwischen den Vertebraten und
Invertebraten hilfreich sein. Um die genaue Funktion des Allatostatins zu untersuchen, konnte
die Herstellung von mutanten Fliegen und ihrer Analyse ebenfalls sehr hilfreich sein. Das
Drosophila-Genom enthilt 200 Gene, die fiir GPCRs kodieren (Adams et al., 2000; Clyne et
al., 2000; Rubin et al., 2000). Davon sind 100 Gene identifiziert worden, die fiir vermutliche
Neurotransmitter- und Hormon-Rezeptoren kodieren (Brody und Cravchik, 2000). Es sind
auch Gene identifiziert, die keine signifikante Ahnlichkeit zu Rezeptoren haben sog. Orphan-
Rezeptoren, die sie vermutlich kodieren konnten. Mit Hilfe die hier fiir diese Arbeit
verwendete Ligandenaufreinigungsstrategie konnten die nativen Liganden flir die Orphan-
GPCRs charakterisiert werden und ihre biologischen Funktionen durch Mutageneseanalysen

untersucht werden.
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