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MCS   ‘multi cloning site’ 
MOPS   3-[N-Morpholino]propansulfonsäure 
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1 Einleitung 

1.1 Parasitische Nematoden als Krankheitserreger und deren 
Bekämpfung 

Parasitische Nematoden verursachen weltweit enorme klinische und ökonomische 
Schäden, besonders in Regionen mit geringen Hygiene-Standards. Weltweit leiden mehr 
als 3 Mrd. Menschen an Infektionen mit Darmnematoden. Für ca. 1 Mio. von ihnen 
verläuft die Infektion jedes Jahr tödlich [Walsh, 1984]. Infektionen mit dem v. a. Kinder 
befallenden Madenwurm Enterobius vermicularis [Gonzales und De La Cabada, 1987] 
oder aber mit dem weitaus gefährlicheren Spulwurm Ascaris lumbricoides [Piekarski, 
1987] ereignen sich auch in unseren gemäßigten Breitengraden. Rund 90 % aller 
Menschen werden Schätzungen zufolge wenigstens einmal im Laufe ihres Lebens von 
Nematoden befallen [Harder und Wunderlich, 1991]. Derzeit sind weltweit ca. 1,3 Mrd. 
Menschen mit A. lumbricoides, 900 Mio. mit dem Peitschenwurm Trichuris trichiura 
und weitere 1,3 Mrd. mit den Hakenwürmern Ancylostoma duodenale und Necator 
americanus infiziert [Horton, 1990]. Insbesonders Infektionen von Darmnematoden 
sind sowohl in Mensch und Tier vorherrschend.  

Zu den auf Zoonosen zurückzuführenden Krankheiten gehören Infektionen mit dem 
Hundespulwurm Toxocara canis, dem Katzenspulwurm T. mystax oder dem 
Hundehakenwurm Ancylostoma brasiliensis, die durch das Wandern ihrer Larven (5-10 
cm/h) durch den Körper des Fehlwirtes zu schmerzhaften visceralen und kutanen 
Läsionen führen (larva migrans visceralis oder larva migrans cutanea) sowie Auslöser einer 
Sepsis sein können [Kayes, 1997; Overgaauw, 1997]. In der Tier- und Koppelhaltung 
verursachen Nematoden-Infektionen enorme wirtschaftliche Schäden und hohe 
Produktivitätseinbußen durch niedrige Geburtsraten und Entwicklungsstörungen von 
Jungtieren, Gewichtsverlust und eine eingeschränkte Milch- und Wollproduktion 
[Mehlhorn, 1988]. Ökonomisch bedeutsame Nematoden sind u. a. die im Labmagen 
parasitierenden Ostertagia circumcincta für Schafe und Ziegen, O. ostertagi für Rinder, 
Trichostrongylus axei und T. colubriformis, die im Dünndarm von Wiederkäuern und 
Pferden, manchmal auch beim Menschen parasitieren und Cooperia pectinata und C. 
oncophora, die im Dünndarm des Rindes vorkommen. 

Haemonchus contortus ist ein im Labmagen von Wiederkäuern, wie Schafen, Ziegen, 
Rindern und Schalenwild, vorkommender gastrointestinaler Trichostrongylide, der in 
der Magenschleimhaut lebt und Blut saugt. Eine Infektion führt zur sogenannten 
Haemonchose („Magenwurmseuche“), mit Symptomen wie Diarrhoe, Anämie und 
Leukopenie, begleitet von einem Temperaturanstieg [Adams und Beh, 1981]. 



2 Einleitung 

 

Trotz genetischer Prädispositionen und einer Vielzahl an Effektormechanismen des 
Wirtes, wie dem GALT- (‘gut associated lymphoid tissue‘) System [Elson et al., 1986; 
Harder und Wunderlich, 1991], einer gesteigerten IgA- und IgE-Antikörperproduktion, 
bis hin zu der Ausbildung einer Immunität [Adams und Beh, 1981; Lloyd und Soulsby, 
1987], verweilen Nematoden lange Zeit im Wirt und manifestieren sich sogar als 
chronische Infektionen mit unerwünschten Begleiterscheinungen des Immunsystems, 
wie Hypersensitivitätsreaktionen vom Typ I-IV [Castro, 1989]. 

Zur Behandlung von Nematoden-Infektionen stehen verschiedene Klassen von 
Breitspektrum-Anthelminthika zur Verfügung, deren Wirkmechanismen mittlerweile 
gut untersucht sind [Martin et al., 1997]. Imidazothiazole (Levamisol, Tetramisol und 
Butamisol) und Tetrahydropyrimidine (Pyrantel, Morantel und Oxantel) sind 
nicotinerge Agonisten des Acetylcholin-Rezeptors und führen zu einer spastischen 
Lähmung der Nematoden durch Muskelkontraktion, so daß sich die Würmer von der 
Darm- oder Labmagenwand lösen und ausgeschieden werden [Martin, 1997]. Die 
Benzimidazole (Thiabendazol, Mebendazol, Fenbendazol, Albendazol und viele andere) 
stören die vitalen Zellfunktionen, in dem sie die Polymerisierung des β-Tubulins zu 
Mikrotubuli verhindern und somit die Zellteilung beeinflussen. Die Spezifität der 
Benzimidazole basiert darauf, daß die Parasiten im Vergleich zum Menschen 
Nematoden-spezifisch unterschiedliche Anzahlen von Protofilamenten innerhalb eines 
Mikrotubulus haben [Gull et al., 1986] und die Affinität der Benzimidazole zu 
Nematoden-Mikrotubuli wesentlich höher ist als zu Säugern [Lacey, 1988]. Die 
makrozyklischen Lactone, wie Milbemycine (Moxidectin) und Avermectine 
(Ivermectin, Doramectin und Eprinomectin), induzieren Invertebraten-spezifisch das 
Öffnen von Glutamat-gesteuerten Chlorid-Kanälen in Parasiten, was zu einer 
Hyperpolarisation und letztendlich zu einer schlaffen, finalen Paralyse des Pharynx 
führt [Sutherland und Campbell, 1990; Geary et al., 1993; Arena et al., 1995]. 
Organophosphate (Haloxon und Dichlorvos) hemmen die Acetylcholinesterase und sind 
wirksam gegen H. contortus, Ostertagia spp., Trichostrongylus spp. und Cooperia spp.. 
Protonen-Ionophore, wie die Salicylanilide (Closantel, Rafoxanide und Oxyclozanide) 
und die substituierten Phenole (Nitroxynil) entkoppeln die oxidative Phosphorylierung, 
indem sie den Protonen-Gradienten über die innere Mitochondrien-Membran zur ATP-
Produktion zerstören; sie richten sich v. a. gegen den Leberegel Fasciola hepatica und 
teilweise auch gegen H. contortus [Martin, 1997; Martin et al., 1997]. 

Regelmäßiges Behandeln der Tiere führt unausweichlich zur Entstehung von 
Resistenzen gegen diese Anthelminthika-Klassen. Bereits vor mehr als 30 Jahren traten 
erste Resistenzen auf [Waller, 1997; 1999]. Zunehmende Anthelminthika-Resistenzen 
gehen einher mit der sich rasch entwickelnden Tierproduktion für Wiederkäuer in 
Afrika und Südamerika. Mittlerweile existieren bereits bei Schafen und Ziegen 
Resistenzen gegen das komplette Spektrum von Breitspektrum-Anthelminthika. In 
südafrikanischen Schafen wurden nur 33 Monate nach der ersten Behandlung 
Ivermectin-resistente H. contortus-Stämme angetroffen [Shoop, 1993]. 
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Bei Rindern sind nur sehr wenige, bei Hunden, Katzen und Menschen sind bislang noch 
keine Resistenzen bekannt geworden [Mehlhorn et al., 1993]. Tritt eine Resistenz gegen 
ein Anthelminthikum auf, besteht stets die Gefahr der Kreuz-Resistenz mit anderen 
Vertretern dieser Klasse. Erst die Kenntnis des Wirkmechanismus ermöglicht das 
Verständnis über die Entstehung einer Resistenz, z. B. der Benzimidazole [Martin et al., 
1997]. Im Falle von Levamisol und besonders der makrozyklischen Laktone scheint 
hingegen der Wirk- und der Resistenzmechanismus nicht identisch zu sein. 

Umweltbedingte Anforderungen an die frei lebenden Stadien der Nematoden führen zu 
Variationen mit einer erhöhten Anzahl erfolgreich an die Umgebung und den Wirt 
angepaßter Stämme [Prichard, 1973; Croll und Matthews, 1977; Wakelin, 1985]. 
Der jährliche Weideumtrieb von Schafen und Rindern führt zu Stämmen mit reduzierter 
Wirtsspezifität. Saisonale Kontrolle selektiert Würmer mit unterschiedlicher 
Temperaturabhängigkeit, so daß es zu Infektionen zu atypischen Zeiten kommt [Jasmer 
et al., 1986; Armour und Duncan, 1987]. 

Erste Erfolge konnten auf dem Gebiet der Vakzinierung erzielt werden. Primär sollen 
Impfstoffe die Infektionsstadien angreifen, um die Etablierung und Entwicklung zu 
Adulten zu verhindern. Attenuierte L3-Larven von Hakenwürmern ermöglichen bereits 
in Hunden einen partiellen Schutz [Harder und Wunderlich, 1991]. Durch 
Röntgenstrahlung abgeschwächte infektiöse Dictyocaulus viviparus-Larven in Rindern 
erzeugen eine Antikörper-Produktion gegen die parasitischen Antigene, bevor die 
Larven die Lunge erreicht haben [Poynter, 1963]. Dies ist die bisher einzige 
erfolgreiche Vakzine gegen Nematoden. Ein weiterer Ansatz ist die Entwicklung einer 
Vakzine mit Hilfe aufgereinigter Darmproteine von Nematoden, um deren 
Immuneffektormechanismen zu unterwandern [Rand et al., 1989; Willadsen et al., 
1989; Munn, 1993; Newton et al., 1995]. Erste Vakzinierungsversuche mit einem 
aufgereinigten Hc-sL3-Antigen, das auf der Oberfläche von infektiösen H. contortus L3-
Larven exprimiert wird, zeigten eine 64 %ige Reduktion der mit den Fäzes 
ausgeschiedenen Eier [Jacobs et al., 1999]. Ferner wird an einer auf Peptiden 
basierenden Vakzine sowie an einer Nukleinsäure-Vakzine gearbeitet [Haynes et al., 
1996]. 

1.2 Cyclodepsipeptide als eine neue Klasse von Breitspektrum-
Anthelminthika 

PF1022A ist ein neues Breitspektrum-Anthelminthikum, das zur Wirkstoffklasse 
der 24-gliedrigen Cyclodepsipeptide, bestehend aus Aminosäuren und 
Hydroxycarbonsäuren, gehört [Sasaki et al., 1992]. PF1022A wurde als 
Fermentationsprodukt aus dem Pilz Mycelia sterilia der Ordnung Agonomycetales auf 
den Blättern der in Japan heimischen Pflanze Camellia japonica isoliert [Terada, 1992; 
Wang et al., 1994; Kachi et al., 1995]. PF1022A besteht aus jeweils 2 Mol                     
D-Milchsäure und D-3-Phenylmilchsäure sowie 4 Mol L-N-Methylleucin. 
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Sein systematischer Name lautet daher: cyclo-(D-lactyl-L-N-methylleucyl-D-3-
phenyllactyl-L-N-methylleucyl-D-lactyl-L-N-methylleucyl-D-3-phenyllactyl-L-N-
methylleucyl) oder kurz cyclo-(D-Lac-L-N-MeLeu-D-3-PhLac-L-N-MeLeu-)2. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1. Strukturformel des Cyclodepsipeptids PF1022A. Me = Methylrest 

Dabei wirkt es in vitro wie in vivo paralysierend auf verschiedene parasitische, larvale 
und adulte Nematoden, wie Ancylostoma caninum, Angiostrongylus costaricensis, 
Ascaridia galli, Dictyocaulus viviparus, Haemonchus contortus, Heterakis spumosa, 
Nippostrongylus brasiliensis, Ostertagia ostertagi, Toxocara canis und T. cati, 
Trichinella spiralis, Trichostrongylus colubriformis, Trichuris trichiura und 
Strongyloides ratti, in Hund, Katze, Schaf, Huhn, Maus, Ratte, Rind oder Pferd [Sasaki 
et al., 1992; Conder et al., 1995; Harder et al., 1997; Samson-Himmelstjerna et al., 
2000]. Es verhält sich inaktiv gegen Gram-positive und -negative Bakterien, Hefe und 
andere Pilze [Fukashe et al., 1990; Sasaki et al., 1992; Terada, 1992; Akyol et al., 
1993]. Da PF1022A den Effekt von Levamisol als nicotinerger Agonist nicht 
beeinflusst, wird davon ausgegangen, daß PF1022A auch nicht als nicotinerger 
Antagonist in A. suum agiert [Martin et al., 1996]. Es scheint jedoch 
neuropharmakologisch zu wirken, indem es - wie auch Piperazin - synergistisch den 
GABAergen Mechanismus stimuliert und den cholinergen Mechanismus inhibiert 
[Terada, 1992; Chen et al., 1996; Nicolay et al., 2000]. In Hinblick darauf nimmt man 
sogar an, daß PF1022A an die A-Untereinheit des GABA-Rezeptors bindet [Chen et al., 
1996]. Die Applikation von Piperazin in Muskelzellen von A. suum löst eine rasche und 
dosisabhängige Erhöhung der Cl--Leitfähigkeit über die Membran und dabei eine starke 
Hyperpolarisation aus. Piperazin wirkt somit in Nematoden als ein GABA-Agonist, der 
Chlorid-Kanäle in der Muskulatur zu öffnen vermag [Martin et al., 1997]. Eine 
signifikante Hyperpolarisierung der Membran wurde bei PF1022A jedoch nicht 
gemessen, so daß eine Wirkung von PF1022A als reiner GABA-Agonist fraglich ist 
[Terada et al., 1993; Chen et al., 1996]. Andere GABAerge Anthelminthika, wie 
Diethylcarbamazin, Milbemycin- und Avermectin-Derivate wirken antagonistisch; sie 
stimulieren in geringen Konzentrationen den GABA-Mechanismus und bei hohen 
Konzentrationen den Cholin-Mechanismus [Terada et al., 1993]. Der genaue 
Wirkungsmechanismus von PF1022A ist jedoch bis dato noch nicht bekannt. 
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Es konnte gezeigt werden, daß PF1022A - wie auch andere, meist als Antibiotika 
wirksame Cyclodepsipeptide mit einer makrozyklischen Lactonring-Struktur, darunter 
das zyklische Dodecapeptid Valinomycin (36er Ring) und die beiden 
Cyclohexadepsipeptide Enniatin (18er Ring) und sein aromatisches Analogon 
Beauvericin - ionophore Aktivität besitzt [Geßner et al., 1996]. Diese verwandten 
Cyclodepsipeptide gehen „Sandwich-Komplexe“ mit Alkali-Metall-Kationen über 
Ionen-Dipol-Interaktionen ein, erhöhen die Leitfähigkeit der Membran und induzieren 
deren Transport durch den hydrophoben Bereich von biologischen Membranen in die 
Mitochondrien und auch durch Modell-Phospholipidmembranen [Andreev et al., 1971; 
Ohyama et al., 1994; Martin et al., 1996]. PF1022A ist ebenfalls ein guter Chelator von 
Alkali-Metallionen, v. a. von Na+ und K+ [Dutton und Nelson, 1994]. Die 
Komplexbildung scheint die Voraussetzung für die Wirkung der Depsipeptide zu sein, 
ist aber nicht der Grund für die anthelminthische Effizienz von PF1022A. So besitzt 
Valinomycin in vitro eine gute anthelminthische Wirksamkeit, ist aber in vivo toxisch, 
und Beauvericin zeigt keinerlei parasitizide Wirksamkeit [Nash et al., 1998]. Der 
systematische Austausch der vier (L)-N-Methyl-Leucin-Reste von PF1022A durch 
verwandte Aminosäuren (Isoleucin, Valin, Phenylalanin) führte zu einem signifikanten 
bis vollständigen Verlust seiner anthelminthischen Aktivität, so daß alle vier Leucine 
essentiell für die hohe biologische Aktivität zu sein scheinen [Scherkenbeck et al., 
1998]. 

Die wirksame Konzentration von PF1022A liegt bei in vitro-Versuchen zwischen         
10-9-10-3 mg/ml für A. suum [Chen et al., 1996], bei 10-8-10-4 mg/ml für 
Angiostrongylus cantonensis [Kachi et al., 1997], bei 10-3 mg/ml für Trichinella spiralis 
und Nippostrongylus brasiliensis [Martin et al., 1996] und bei < 0,1 mg/ml für 
Heterakis spumosa [Terada, 1992]; bei in vivo-Versuchen bei 10 mg/kg Körpergewicht 
für A. costaricensis in der Maus [Akyol et al., 1993] und bei 0,2 mg/kg Körpergewicht 
für Toxocara canis im Hund und T. cati in der Katze [Kachi et al., 1995]. Im Vergleich 
mit dem natürlichen PF1022A, bei dem die Hydroxycarbonsäuren D-konfiguriert und 
die Aminosäuren L-konfiguriert sind, führt die Synthese des optischen Antipoden     
PF1022-001 (cyclo-(-L-Lac-D-N-MeLeu-L-3-PhLac-D-N-MeLeu-)2) in vitro wie in 
vivo zu einem 100fach weniger wirksamen Depsipeptid [Ohyama et al., 1994; Pleiss et 
al., 1995; Geßner et al., 1996]. Lediglich bei N. brasiliensis konnte in vitro in hohen 
Konzentrationen (100 µg/ml) eine geringe anthelminthische Aktivität des optischen 
Antipoden beobachtet werden [Martin et al., 1996]. Der LD50-Wert für PF1022A liegt 
bei Mäusen, Ratten und Hunden bei ≥ 2 g/kg Körpergewicht [Terada et al., 1993] und 
damit über den Werten von Ivermectin mit 25 mg/kg Körpergewicht bei Mäusen und 
Milbemycin D mit ca. 1,6 g/kg Körpergewicht bei Mäusen [Kachi et al., 1995]. Die 
schnelle Wirkung in vitro wie in vivo bei bereits geringen Dosen auf Magen-Darm- und 
Gewebenematoden zeigt, daß PF1022A vermutlich auch vom intestinalen Gewebe 
absorbiert wird und sich in den Körpergeweben verteilen kann [Akyol et al., 1993]. 
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Dies weist eher auf einen neuropharmakologischen Weg hin, als auf Eingriffe in den 
Energie-Metabolismus von Nematoden [Terada, 1992]. Die Untersuchung des ATP-
Gehaltes von mit PF1022A paralysierten H. contortus zeigt, daß die Würmer nicht 
getötet wurden, was ebenfalls auf eine neuropharmakologiesche Wirkung von PF1022A 
hinweist [Conder et al., 1995]. Im Gegensatz zu anderen GABAergen Anthelminthika, 
wie Avermectin B1a [Ishii et al., 1983], Ivermectin [Ishii et al., 1985] und Milbemycin 
D [Terada et al., 1987; Sutherland und Campbell, 1990] scheint PF1022A nicht in der 
Lage zu sein, die Blut-Hirn-Schranke in wirksamen Mengen zu passieren. Die Gabe von 
PF1022A führt bei A. cantonensis-Infektionen im ZNS von Mäusen und Ratten zu 
keinen signifikanten Nebenwirkungen [Akyol et al., 1993; Kachi et al., 1994; 1995; 
1997; Cheng et al., 1995]. Es ist jedoch von entscheidendem Vorteil, daß PF1022A die 
Blut-Hirn-Schranke von Wirtstieren und Menschen nicht passiert, wenn es GABAerge 
Funktionen ausübt, denn GABA ist in Vertebraten der entscheidende inhibitorische 
Neurotransmitter des ZNS. 

Kürzlich wurde gezeigt, daß PF1022A Polymorphismen aufweist, eine amorphe          
(Form α) und drei kristalline polymorphe Formen (I-III). Von diesen zeigen die Formen 
α und III eine bessere Löslichkeit, niedrigere Schmelzpunkte, und bei in vivo-
Versuchen mit A. costaricensis infizierten Mäusen eine bessere anthelminthische 
Wirksamkeit als die Formen I und II [Kachi et al., 1998]. Eine gute Löslichkeit 
beeinflußt die Bioverfügbarkeit der Verbindung bei oraler Applikation. 
Dementsprechend von Nachteil ist die starke Hydrophobizität von PF1022A und seine 
damit verbundene schlechte Löslichkeit in wäßrigen Medien. Weniger hydrophobe 
PF1022A-Derivate sind mittlerweile entwickelt worden, eines ist BAY44-4400. Dieses 
enthält zwei Morpholin-Reste, die kovalent an die Benzolringe der beiden                         
D-Phenyllactyl-Reste gebunden sind [Nishiyama et al., 1998]. 

1.3 Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion 

Der Wirkungsmechanismus vieler Anthelminthika beruht auf einer Rezeptor-
Bindung. So wurde bereits erwähnt, daß Imidazothiazole und Tetrahydropyrimidine an 
den nicotinischen Acetylcholin-Rezeptor und makrozyklische Lactone an Glutamat-
gesteuerte Chloridkanal-gekoppelte Rezeptoren binden. Beim Cyclodepsipeptid 
PF1022A vermutet man eine Kopplung an den GABA-Rezeptor [Chen et al., 1996] 
(Kap. 1.1). Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde bei einem Liganden-
Immunscreening einer H. contortus cDNA-Expressionsbibliothek mit einem Konjugat 
aus PF1022A und KLH (‘keyhole limpet hemocyanin’) ein cDNA-Fragment isoliert, 
dessen deduzierte Aminosäure-Sequenz Ähnlichkeiten zu den G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren aufweist [Saeger, 1996]. 
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Es lassen sich hinsichtlich des Aufbaus des Rezeptorproteins und der 
Signaltransduktion vier Arten von Rezeptoren unterscheiden: 

1. Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität 

Katalytische Rezeptoren wirken entweder selbst enzymatisch oder sind mit Enzymen 
assoziiert. Diese Enzyme sind meist Proteinkinasen, die in der Zielzelle spezifische 
Proteine phosphorylieren und die Membran nur einfach durchspannen. In diese Gruppe 
gehören der Insulin-Rezeptor und die Rezeptoren für verschiedene Wachstumsfaktoren     
(z. B. der ‘epidermal growth factor’ (EGF) und der ‘platelet-derived growth factor’, 
(PDGF)) [Pazin und Williams, 1992]. 

2. DNA-Transkription-regulierende Rezeptoren 

Hierzu gehören die klassischen Rezeptoren für Steroidhormone und für das 
Schilddrüsenhormon, die im Cytosol oder Zellkern lokalisiert sind und die 
Transkription und Translation regulieren [Heldin und Purton, 1996; Lüllmann und 
Mohr, 1999]. 

3. Ionenkanal-gekoppelte Rezeptoren 

Ionenkanal-gekoppelte Rezeptoren oder auch Ligand-gesteuerte Ionenkanäle öffnen und 
schließen sich als Antwort auf die Bindung von Neurotransmittern schnell und 
kurzfristig, wodurch die Permeabilität der Plasmamembran für bestimmte Ionen 
verändert wird [Brown, 1991]. In diese Gruppe gehören u. a. der nicotinerge 
Acetylcholin-Rezeptor der motorischen Endplatte von Skelettmuskelfasern, der einen 
Ionenkanal für Natrium- und Kalium-Ionen bildet, der Rezeptor für γ-Aminobuttersäure 
vom Subtyp GABAA-Rezeptor, der einen Ionenkanal für Chlorid-Ionen enthält, der im 
ZNS vorkommende Glutamat-Rezeptor, der Glycin-Rezeptor sowie der Serotonin-
Rezeptor (5-HT3-Rezeptor). Die Rezeptoren bestehen aus einzelnen Untereinheiten zu 
je 4 Transmembran-Domänen [Brown und Birnbaumer, 1988; Barnard, 1992]. 

4. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

In Vertebraten existieren zwischen 1000-2000 verschiedene G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren (GPCRs), d. h. >1 % des gesamten Genoms. Davon gehören >1000 zu den 
sensorischen Rezeptoren und den Pheromon-Rezeptoren [Bockaert und Pin, 1999].          
Das Caenorhabditis elegans Genom kodiert für etwa 1100 verschiedene GPCRs, d. h. 
ca. 5 % des mittlerweile bekannten Genoms [Bargmann, 1998]. GPCRs wirken indirekt, 
indem sie nach Aktivierung durch Ca2+, Pheromone, sensorische Signale (Licht, 
Geschmack und Geruch), kleine Moleküle (Aminosäuren, biogene Amine, Nukleotide, 
Prostaglandine, Peptide, etc.) oder Proteine (Interleukine, Chemokine, alpha-Latrotoxin, 
etc.), die Aktivität eines weiteren membrangebundenen Zielproteins, das ein Enzym 
oder Ionenkanal sein kann, regulieren [Brann, 1992; Bockaert und Pin, 1999]. 
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Zu dieser großen Familie gehören bspw. die Rezeptoren für Rhodopsin, Noradrenalin, 
Adrenalin (α1−α2 und β1−β3) und Dopamin (D1-D5) sowie Histamin- (H1 und H2), 
muscarinische M1-M5 Acetylcholin- und Neurokinin-Rezeptoren (NK1-3), der 
Interleukin 8-Rezeptor (IL-8), der Angiotensin II-Rezeptor, die Opioid-, Prostaglandin- 
und Secretin-Rezeptoren. Sie alle durchspannen die Membran siebenfach in Form von 
α-Helices; der N-Terminus liegt extrazellulär und der C-Terminus intrazellulär vor 
[Probst et al., 1992; Weiss, 1998; Lüllmann und Mohr, 1999]. 

Die Signaltransduktion erfolgt in nahezu jedem Zelltyp höherer Eukaryonten unter 
Vermittlung eines von mittlerweile mehr als 100 bekannten trimeren Guanylnucleotid- 
(GTP-) bindenden Proteinen (G-Proteine) [Silva und Plasterk, 1990; Krauss, 1997]. 
Diese liegen am inneren Blatt der Phospholipid-Doppelmembran und können sich 
lateral bewegen. G-Proteine übermitteln die Nachricht ins Zellinnere weiter, wenn der 
Rezeptor einen Liganden gebunden hat. GTP-bindende Proteine gehören zu der großen 
Familie der regulatorischen GTPasen, die als molekulare Schalter zwei verschiedene 
Zustände einnehmen können, den aktiven, GTP-gebundenen und den inaktiven, GDP-
gebundenen Zustand. Regulatorische GTPasen sind an der Proteinbiosynthese am 
Ribosom, an der Signaltransduktion an Membranen, der Lichtwahrnehmung, am 
Geruchs- und Geschmacksempfinden, bei der Kontrolle von Differenzierung und 
Zellteilung, der Translokation von Proteinen durch Membranen und dem Transport von 
Vesikeln in der Zelle beteiligt [Bourne et al., 1990]. Das G-Protein besteht aus                 
3 Untereinheiten (UE): α (39-46 kDa), β (37 kDa) und γ (8 kDa). Bislang wurden 
bereits 20 α (z. B. αs, αi, αq, etc.), 5 β und 12 γ-UE beschrieben [Heldin und Purton, 
1996; Krauss, 1997], in C. elegans wurden 20 konservierte Gα, 2 Gβ und 2 Gγ Gene 
identifiziert [Jansen et al., 1999]. Die α-UE hat im Ruhezustand Guanosindiphosphat 
(GDP) gebunden; bei Bindung eines spezifischen extrazellulären Liganden verändert 
sich auf nicht näher bekannte Weise die Konformation des Rezeptorproteins, so daß 
dieses Kontakt mit dem G-Protein aufnehmen kann. Dabei scheint der dritte 
cytoplasmatische Loop für die Kontaktaufnahme mit dem G-Protein wichtig zu sein. 
GDP löst sich und statt dessen bindet Guanosintriphophat (GTP) an die α-UE. Diese 
trennt sich von der βγ-UE des    G-Proteins ab und vermag mittels Diffusion mit einem 
benachbart liegenden Effektorprotein in Kontakt zu treten und dessen Funktionszustand 
zu verändern. Die α- und die γ-UE sind über Lipidanker mit der Zellmembran 
assoziiert. Die Spezifität eines G-Proteins für einen bestimmten Rezeptor und ein 
spezielles Effektorprotein scheint in der α-UE begründet zu sein. An der 
Signalübertragung an nachgeschaltete Effektorproteine kann aber auch der βγ-Komplex 
beteiligt sein. Ist der Rezeptor weiterhin vom Überträgerstoff besetzt, kann er weitere 
G-Proteine aktivieren. Auf diese Weise erlaubt die Kopplung über G-Proteine eine 
Verstärkung des Stimulationssignals. Durch Hydrolyse eines Phosphorsäure-Restes 
vom GTP liegt GDP an der Guanylnucleotid-Bindungsstelle vor, woraufhin sich die         
α-UE vom Effektorprotein löst und wieder mit den beiden anderen UE Kontakt 
aufnimmt: der Ausgangszustand ist wiederhergestellt [Krauss, 1997]. 
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Trimere G-Proteine können auch Ionenkanäle in der Plasmamembran direkt aktivieren 
oder inaktivieren durch eine Änderung der Ionendurchlässigkeit [Brown, 1991; Aidley, 
1998]. 

Ein wichtiges G-Protein gesteuertes Effektorprotein ist die membranständige 
Adenylatcyclase. Sie katalysiert die Bildung von 3‘-5‘-zyklischem 
Adenosinmonophosphat (cAMP) aus ATP. Die Aufgabe des cAMP ist die Aktivierung 
von Proteinkinasen und die Regulation des Ca2+-Durchtritts durch Kationenkanäle, 
bspw. bei der Geruchswahrnehmung [Krauss, 1997]. cAMP kann im Cytosol 
diffundieren und hat die Funktion eines intrazellulären Botenstoffes. Bindet cAMP an 
die beiden regulatorischen UE des tetrameren Enzyms Proteinkinase A (PKA,                
A-Kinase), dissoziieren die beiden freien katalytischen UE ab und phosphorylieren 
Substratproteine an Serin- oder Threonin-Resten, wodurch sich deren Aktivität 
verändert. Die PKA ist u. a. an der Regulation des Glykogen-, Zucker- und 
Lipidstoffwechsels beteiligt [Alberts et al., 1990]. Die Effekte sind reversibel: Unter 
Einwirkung der Phosphodiesterase wird cAMP inaktiviert und die von der PKA auf 
Funktionsproteine übertragenen Phosphatreste werden durch Phosphatasen abgespalten. 
Die Adenylatcyclase wird durch stimulatorisch wirkende, ubiquitär exprimierte            
G-Proteine (Gs), durch Calmodulin oder die Proteinkinase C aktiviert [Hepler und 
Gilman, 1992]. Gs-Proteine werden v. a. von Hormon-, Geruchs- und 
Geschmacksrezeptoren vermittelt. β-adrenerge Rezeptoren regulieren bspw. die 
Aktivierung der Adenylylcyclase und vermitteln einige Wirkungen von Adrenalin und 
Noradrenalin [Krauss, 1997]. Andere Hormonrezeptoren, wie bspw. der α2-adrenerge 
Rezeptor werden über inhibitorische G-Proteine (Gi) an die Adenylylcyclase gekoppelt; 
bei deren Rezeptoraktivierung die Adenylylcyclase gehemmt und der cAMP-Spiegel 
gesenkt wird. Aufgrund von Sequenzhomologien sind auch die an der Weiterleitung 
sensorischer Signale beteiligten Gt- (Transducine) und Gg- (Gustducine) Proteine den 
Gi-Proteinen zuzuordnen [McLaughlin et al., 1992]. Gs-Proteine werden irreversibel 
durch das Cholera-Toxin aktiviert, wohingegen das Pertussis-Toxin Subtypen der Gi-
Proteine irreversibel inaktiviert. Mitglieder der Gq-Subfamilie sind dagegen weder 
durch das Pertussis- noch durch das Cholera-Toxin modifizierbar [Krauss, 1997; 
Aidley, 1998]. Ein anderes Effektorprotein, die membranständige Phospholipase C, 
wird hingegen sowohl über Gi- als auch über Gq-Proteine reguliert. Sie setzt aus den 
Phosphatidylinositol- (PI-) Derivaten PI-Phosphat (PIP) und insbesondere PI-
Bisphosphat (PIP2) die beiden intrazellulären Botenstoffe Inositol(1,4,5)trisphosphat 
(IP3) und Diacylglyzerin (DAG) frei. Die Aktivierung dieses Enzyms führt über IP3 zu 
einer Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Reticulum (ER). Das Öffnen 
zusätzlicher Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran erhöht darüber hinaus die cytosolische 
Ca2+-Konzentration. 
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Calcium ist ein wichtiges intrazelluläres Signalmolekül zur Kontrolle vieler zellulärer 
Prozesse. Neben der Erzeugung eines elektrischen Signals agiert Ca2+ auch als 
cytoplasmatischer Messenger, er löst die Sekretion von Neurotransmittern oder 
Hormonen, die Kontraktion von Muskeln und die Aktivierung der Ca2+-Calmodulin 
Kinase, der Protein-Kinase C und vieler anderer Proteasen aus [Brown, 1991]. Der 
grundlegende Mechanismus der Ca2+-Wirkung erfolgt über die Ca2+-Konzentration. Bei 
niedrigen Konzentrationen (10-100 nM) erfolgt keine Signalwirkung. Erst wenn ein 
Signal vorübergehend Ca2+-Kanäle in der Membran öffnet, kommt es zu einem Anstieg 
der Ca2+-Konzentrationen auf 500-1000 nM und Ca2+-abhängige Prozesse in der Zelle 
werden aktiviert. Der Spiegel an freiem Ca2+ im Cytosol wird durch Ca2+-Pumpen, wie 
dem Na+/Ca2+-Austauscher, Plasmamembran Ca2+-ATPasen oder Ca2+-ATPasen des 
endoplasmatischen (ER) oder sarkoplasmatischen Reticulums (SR), die Ca2+ gegen das 
Konzentrationsgefälle aus der Zelle oder in intrazelluläre Kompartimente 
zurückpumpen, niedrig gehalten. Ca2+-Bindungsproteine, wie Calbindin, Calretinin, 
Calreticulin und Calsequestrin binden große Mengen intrazelluläres, freies Ca2+. Wird 
freies Ca2+ aus der Zelle geschleust, dissoziieren gleiche Mengen gebundenes Ca2+ von 
den Puffern ab und werden ebenfalls entfernt [Heldin und Purton, 1996]. 

IP3 stimuliert als intrazellulärer Botenstoff das ER durch Bindung an den Ca2+-
abhängigen IP3-Rezeptor der ER-Membran zur Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären 
Speichern in das Cytosol. Der IP3-Rezeptor wird zu einem geringen Anteil auch auf 
anderen intrazellulären Membranen, wie der Kernmembran, und in einigen Zelltypen  
(z. B. olfaktorischen Neuronen) auf der Plasmamembran exprimiert [Heldin und Purton, 
1996]. Diese Kanäle ähneln den Ryanodin-Rezeptoren im SR von Muskelzellen und 
verschiedenen anderen mittlerweile bekannten Zelltypen in ihrer Primär- und 
Sekundärstruktur [McPherson und Campbell, 1993; Coronado et al., 1994]. Die Kanäle 
werden durch einen positiven Rückkopplungsmechanismus reguliert; freies Ca2+ bindet 
selbst an den Rezeptor und verstärkt den Ca2+-Ausstrom. Die Reaktion wird beendet, 
wenn ein Teil des IP3 dephosphoryliert wird oder Ca2+ ganz aus dem Cytosol 
herausbefördert wird. Restliches IP3 wird zu Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat (IP4) 
phosphoryliert, so daß die intrazellulären Ca2+-Speicher wieder mit Ca2+ aus dem 
Extrazellulärraum aufgefüllt werden. Das Enzym, das die Herstellung von IP4 
katalysiert, wird durch den Anstieg der cytosolischen Ca2+-Konzentration aktiviert, so 
daß die Menge an IP3 durch eine Art negative Rückkopplung reguliert wird [Aidley, 
1998]. 

DAG wiederum kann weiter in Arachidonsäure umgewandelt werden, die selbst als 
Botenstoff dient. DAG aktiviert aber auch die Ca2+-abhängige Serin-Threonin-
Proteinkinase (PKC, Proteinkinase C), die - wie auch die PKA - über Phosphorylierung 
von Funktionsproteinen die Zellfunktion beeinflußt (z. B. Zellproliferation) oder durch 
Aktivierung der MAP-Kinase zu einem Anstieg der Transkription spezifischer Gene 
führt [Krauss, 1997; Aidley, 1998]. 
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Andere Effektorproteine, die von GPCRs gesteuert werden, sind: diverse Ionenkanäle,       
(z. B. durch muscarinische Acetylcholin-Rezeptoren geöffnete K+-Kanäle) [Clapham, 
1994], die Phospholipase A2, die für die Bildung von Prostaglandinen und die 
Freisetzung von freien Fettsäuren (z. B. Arachidonsäure) entscheidend ist [Liscovitch, 
1992], und die 3‘-5‘-cGMP bildende Guanylatcyclase. Letztere steuert den 
Öffnungszustand von Kationenkanälen (z. B. den Ca2+-Einstrom beim Sehvorgang) und 
reguliert die Aktivität von cGMP-abhängigen Proteinkinasen [Garbers, 1992]. 

Diese vielfältige GPCR-Proteinfamilie ist nicht so hochkonserviert wie andere 
Rezeptorfamilien; sie aktivieren aber die Adenylyl-Cyclase und den Phosphatidyl-
Inositol-Calcium-Weg. Aufgrund von charakteristischen Sequenz-Motiven 
(‘Fingerprints’) lassen sie sich in folgende GPCR-Unterfamilien einordnen: Familie 1 
(Rhodopsin-artige und β-adrenerge GPCRs), Familie 2 (Secretin-artige GPCRs), 
Familie 3 (GABAB-, ‘Fungal mating’-G0-gekoppelte Pheromon- und metabotrope 
Glutamat-Rezeptoren), Familie 4 (Gi-assoziierte Pheromon-Rezeptoren), Familie 5 
(Rezeptoren für die Embryonalentwicklung, Zellpolarität und Segmentierung) und 
cAMP-Rezeptoren [Attwood und Findlay, 1994; Bargmann, 1997; Bockaert und Pin, 
1999]. 

Zu der Secretin-Unterfamilie der großen GPCRs [Ichtchenko et al., 1999] gehören 
neben dem Leukozyten-aktivierenden Antigen CD97 [Hamann et al., 1995], dem EGF-
haltigen Mucin-artigen Hormonrezeptor EMR1 [Baud et al., 1995], dem vasoaktiven 
intestinalen Peptidrezeptor VIPR [Ishihara et al., 1992], auch verschiedene 
Wachstumshormone freisetzende Rezeptoren (GRFR) [Lin et al., 1992], Calcitonin-
Rezeptoren (CLR) [Lin et al., 1991], den Faktor Corticotropin freisetzende Rezeptoren 
(CRFR) [Chen et al., 1993], Rezeptoren für das parathyroide Hormon (PTHR) [Jüppner 
et al., 1991; Weiss, 1998] und auch der sogenannte Latrophilin-/CIRL-Rezeptor, dessen 
natürlicher Ligand unbekannt ist, der aber alpha-Latrotoxin (α-LTX), die 
Hauptkomponente des Spinnengiftes der Schwarzen Witwe, bindet. 

1.4 Latrotoxin als Ligand des Latrophilin- / CIRL-Rezeptors 

Das Gift der Schwarzen Witwe, Latrodectus mactans (Amerika) und                        
L. tredecimguttatus (Mittelmeergebiet), ist ein ausgesprochenes Neurotoxin, das die 
neuromuskulären (motorischen Endplatten), und zentralnervösen Synapsen angreift 
[Maretic, 1983; Grishin, 1998]. Beim Menschen treten erst nach 10-60 min infolge des 
Bisses starke lokale Schmerzen und Schmerzen in den Lymphknoten auf, welche rasch 
auf die Muskulatur übergreifen. Es kommt zu starken, lang anhaltenden 
Muskelkrämpfen, betroffen sind v. a. die Bauch-, Gesichts- und Atemmuskeln, die im 
Extremfall den Erstickungstod zur Folge haben können [Gertsch, 1979]. Offenbar kann 
das Gift die Blut-Hirn-Schranke passieren und direkt das zentrale Nervensystem 
angreifen. Ohne Behandlung halten die Symptome etwa 5 Tage an, die völlige 
Genesung dauert mehrere Wochen. 
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Todesfälle sind relativ selten, in den U.S.A. betrugen sie früher 4-5 %, heute sterben 
weniger als 1 % [Thorp und Woodson, 1945]. Manche Tiere reagieren auf einen Biß der 
Schwarzen Witwe viel empfindlicher als der Mensch, obwohl die Symptome 
vergleichbar sind. So sind bspw. Mäuse, Katzen, Meerschweinchen sowie Pferde, 
Rinder und Schafe sehr empfänglich für das Gift, andere Tiere dagegen, wie Ratten, 
Hunde, Kaninchen und Ziegen sind erstaunlich resistent [Maretic und Habermehl, 
1985]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2. (A) Schwarze Witwe (Latrodectus revivensis) aus Israel, Balken = 10mm.   
 (B) Giftdrüsen, Balken = 0,5mm 

α-LTX ist ein 130 kDa großes Protein, das die Freisetzung von Neurotransmittern an 
den Synapsen des zentralen und peripheren Nervensystems von Vertebraten stimuliert 
und zu einer Blockade der Nervenweiterleitung und letztendlich zur Muskellähmung 
führen kann [Longenecker et al., 1970; Pumplin und Reese, 1977; Rosenthal und 
Meldolesi, 1989]. Bislang existiert keine Homologie zu anderen bekannten Ionenkanal-
Proteinen. Dabei bindet α-LTX spezifisch an präsynaptische neuronale Membranen 
[Valtorta et al., 1984] und induziert selbst bei Konzentrationen im pM-nM Bereich 
[Rosenthal und Meldolesi, 1989; Grasso und Mercanti Ciotti, 1993] die Ausschüttung 
von Neurotransmittern wie Acetylcholin, Noradrenalin, Dopamin, γ-Aminobutyrat 
(GABA) oder Norepinephrin aus kleinen synaptischen Vesikeln (Synaptosomen) 
[Grasso et al., 1980; Meldolesi, 1982; Henkel und Sankaranarayanan, 1999]. Auch bei 
kultivierten Neuronen des Hippocampus [Capogna et al., 1996a] und bei der 
neurosekretorischen Zellinie PC12 [Grasso et al., 1980; Meldolesi et al., 1983; Wanke 
et al., 1986; Rosenthal et al., 1990] kommt es infolge von α-LTX zu einer massiven 
Ausschüttung von Neurotransmittern. 
Es werden verschiedene Wirkmechanismen von α-LTX diskutiert: Zum einen soll es 
die Exocytose synaptischer Vesikel in neuronalen Zellen durch Interaktion mit einem 
spezifischen α-LTX-Zelloberflächenrezeptor induzieren [Meldolesi et al., 1984]. Hier 
konnten zwei hochaffine α-LTX-Rezeptoren aufgereinigt und kloniert werden: Ca2+-
abhängiges Neurexin-Iα und Ca2+-unabhängiges Latrophilin/CIRL (‘Ca2+ independent 
receptor of α-LTX’), bei dem anstelle von Ca2+ andere divalente Kationen (Mg2+, Ba2+, 
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Sr2+) oder EDTA benötigt werden [Rosenthal et al., 1990]. Zum anderen erfolgt die 
Exocytose in Abhängigkeit von Ca2+ durch das Öffnen bereits vorhandener nicht-
spezifischer Kationen-permeabler Poren [Rosenthal und Meldolesi, 1989; Rosenthal    
et al., 1990] oder durch deren Bildung [Nicholls et al., 1982; Sabirov et al., 1993]. Das 
Toxin scheint in der Plasmamembran von PC12-Zellen Kanäle mit geringer 
Leitfähigkeit (15 pS) zu öffnen, die permeabel für monovalente und divalente Kationen 
(Na+, K+, Ca2+ und Mg2+), aber impermeabel für Anionen sind und sich nur langsam 
wieder schließen. Diese durch α-LTX erzeugten nicht-selektiven Kationen-Kanäle mit 
einer durchschnittlichen Leitfähigkeit von einigen hundert Picosiemens (pS), die auch in 
künstlichen Membranen beobachtet wurden [Finkelstein et al., 1976], unterscheiden 
sich von den klassischen spannungsabhängigen und Rezeptor-abhängigen Kanälen 
[Wanke et al., 1986]. Lang et al. [1998] untersuchten, ob α-LTX Poren bzw. 
nichtspezifische Kanäle in Insulin-sekretierenden INS-1-β-Zellen erzeugt, wie es bereits 
für neuronale Zellen und Modellmembranen gezeigt werden konnte [Nicholls et al., 
1982; Sabirov et al., 1993]. Aber α-LTX veränderte weder den cytosolischen Ca2+-
Gehalt, noch das Membranpotential von ausdifferenzierten INS-1-β−Zellen in 
Suspension wie in Monolayern. Das Öffnen bereits existierender Ca2+-Kanäle sowie das 
Erzeugen nicht-selektiver Kationen-Kanäle durch α-LTX können den Effekt, daß          
α-LTX die Neuroexocytose auch Ca2+-unabhängig stimulieren kann, nicht erklären 
[Lang et al., 1998]. 
Die Aufreinigung von α-LTX-Bindungsstellen führte zunächst zur Entdeckung der 
Neurexine, einer hoch-polymorphen Familie neuronaler Zelloberflächen-Glykoproteine 
(Neurexin-Iα-IIIα und Iβ−IIIβ) mit nur einer Transmembran-Domäne, einem großen 
extrazellulären N-Terminus mit 3 für extrazelluläre Proteine charakteristischen Repeats 
mit zentraler EGF-Domäne und einem kurzen cytoplasmatischen C-Terminus 
[Ushkaryov et al., 1992; Petrenko, 1993]. Neurexin-Iα (160-220 kDa) und die meisten 
seiner Spleißvarianten weisen in Anwesenheit von Ca2+ eine hochaffine Bindungsstelle                 
(Kd = 4 nM) für α-LTX auf [Davletov et al., 1995; Missler und Südhof, 1998a; 1998b]. 
In Anwesenheit von Ba2+, Sr2+ oder Mg2+ binden Neurexine dagegen kein α-LTX 
[Davletov et al., 1996]. 
Kürzlich wurde ein sowohl in der Plasmamembran von Synaptosomen als auch in 
neuronalen Nervenenden α-LTX-bindendes heptahelikales Transmembran-Protein, das 
Latrophilin (AC: U78105) [Davletov et al., 1996; Lelianova et al., 1997] oder auch 
CIRL (AC: U72487) genannt [Krasnoperov et al., 1996; 1997], isoliert, das weder 
extrazelluläres Ca2+ für die Interaktion mit dem Toxin, noch für die Freisetzung von 
Neurotransmittern, benötigt, wenn Mg2+ oder andere divalente Kationen vorhanden 
sind. Die Latrophilin-cDNA konnte kloniert werden und das abgeleitete 210 kDa große 
Glykoprotein zeigt Sequenzähnlichkeiten zu Vertretern der Secretin-Unterfamilie der 
großen GPCRs [Krasnoperov et al., 1997; Lelianova et al., 1997]. Viele solcher 
Rezeptoren binden Peptid-Hormone und stimulieren die Exocytose über einen ‘second-
Messenger‘-Mechanismus. 
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Latrophilin wird posttranslational proteolytisch in eine p120- und eine p85-UE, 
gespalten. Beide UE bleiben aber nicht-kovalent miteinander verbunden [Krasnoperov 
et al., 1997; Ichtchenko et al., 1999]. Dabei entspricht die p120-UE dem langen 
extrazellulären N-Terminus von Latrophilin-1 und die p85-UE einem 
Membranpolypeptid mit 7-Transmembran-Domänen und einem großen intrazellulären 
C-Terminus. Andere Vertreter großer GPCRs der Secretinfamilie weisen ähnliche 
posttranslationale Modifikationen auf, so auch das Leukozyten-Antigen CD97 [Gray et 
al., 1996]. Latrophilin mRNA läßt sich jedoch nur in neuronalen oder neuroendocrinen 
Geweben, chromaffinen und PC12-Zellen sowie einigen pancreatischen β-Zellinien 
nachweisen, die gut auf α-LTX antworten [Kobayashi et al., 1986; Lelianova et al., 
1997; Lang et al., 1998]. 

Vor kurzem wurden zwei zu Latrophilin homologe Rezeptoren gefunden,          
Latrophilin-2/CIRL-2 (AC: AF063102) und Latrophilin-3/CIRL-3 (AC: AF063103), 
was darauf hindeutet, daß die Latrophiline von wenigstens 3 verschiedenen Genen 
kodiert werden. Latrophiline besitzen, wie man heute weiß, bis zu 7 alternative 
Spleißstellen; einige Spleißvarianten enthalten einen veränderten 3. cytoplasmatischen 
Loop oder verkürzten cytoplasmatischen C-Terminus [Matsushita et al., 1999]. 
Latrophilin-2 wird - im Gegensatz zu Latrophilin-1/CIRL-1 (zuvor Latrophilin/CIRL) - 
ubiquitär exprimiert, mit einer hohen Präferenz für Plazenta, Niere, Milz, Ovarien, 
Pancreas, Herz und Lunge und bindet, wenngleich auch bis zu 14x weniger, Ca2+-
unabhängig an α-LTX. Im Gehirn, in der Leber und der Testis wird Latrophilin-2 
signifikant weniger exprimiert. Wird Latrophilin-2-cDNA in chromaffinen Zellen 
überexprimiert, erhöht sich seine Sensitivität gegenüber α-LTX. Das heißt, daß das 
Nervensystem zwar der primäre Wirkungsort geringer α-LTX-Dosen ist, aber durch den 
Latrophilin-2-Rezeptor auch andere Gewebe empfänglich für das Toxin sind. 
Latrophilin-3 dagegen wird vornehmlich, wie auch Latrophilin-1, im Gehirn exprimiert 
[Sugita et al., 1998; Ichtchenko et al., 1999]. 

Transient exprimiertes Latrophilin-1 in der sonst Toxin-insensitiven Hamster β-Zellinie 
HIT-T15 ermöglicht eine durch α-LTX-stimulierte Freisetzung von Insulin ohne den 
cytosolischen Ca2+-Level zu beeinflussen und weist auf die Beteiligung heterotrimerer      
G-Proteine bei der Rezeptor-vermittelten Exocytose hin, die durch eine bislang noch 
unbekannte second-Messenger-Kaskade ausgelöst wird. Dabei korreliert die Sensitivität 
von α-LTX direkt mit der Expression von Latrophilin-1, nicht aber mit der von 
Synaptotagmin oder Neurexin [Lang et al., 1998]. In Abwesenheit von Ca2+ ist das 
endocytotische Recycling vesikulärer Membranen blockiert, und es kommt zu einem 
Anschwellen präsynaptischer Nervenenden und dem Entleeren von Vesikeln [Ceccarelli 
und Hurlbut, 1980]. Ausreichende Mengen an Ca2+ unterstützen dagegen die 
Endocytose und ermöglichen darüber hinaus eine weitere Ausschüttung von 
Transmittern. 
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Auf die Frage, warum es nun zwei verschiedene Rezeptoren für ein Toxin gibt, die 
Neurexine und die Latrophiline, gibt es bislang keine definitive Antwort, aber folgendes 
Schema erscheint plausibel: α-Neurexin und Latrophilin binden das Toxin unter 
physiologischen Bedingungen, also in Anwesenheit von Ca2+. Da Neurexine wesentlich 
häufiger auf Membranen exprimiert werden, können sie lokal in der Nähe neuronaler 
Plasmamembranen für hohe α-LTX-Konzentrationen sorgen, und das Toxin zu seinem 
physiologisch aktiven Latrophilin-Rezeptor oder molekularen Target leiten. Da α-LTX 
bis zu 8x stärker an Latrophilin als an Neurexin bindet, kann es vom Neurexin 
abdissoziieren und anschließend an das Latrophilin binden [Davletov et al., 1995]. 
Rasche Änderungen der lokalen Ca2+-Konzentration erleichtern diesen Transfer zudem 
[Davletov et al., 1996]. Da eine Überexpression von Latrophilin-1 die Ca2+-stimulierte 
Sekretion in permeabilisierten Zellen hemmt, wird angenommen, daß der Latrophilin-
Rezeptor ein konstitutiv aktiver Rezeptor ist, dessen Funktion es ist, die Sekretion ATP-
abhängig zu reduzieren [Bittner et al., 1998]. Latrophilin-1 hemmt möglicherweise 
einen frühen Schritt des ATP-abhängigen ‘Primings’ und reguliert so die sich 
anschließende Exocytose. α-LTX wirkt dagegen antagonistisch, indem es die Sekretion 
anregt. Die Homologie zu anderen Vertretern der Secretin-Rezeptorfamilie läßt 
vermuten, daß α-LTX als artifizieller Ligand den Latrophilin-Rezeptor mittels 
intrazellulärer Signaltransduktion Ca2+-unabhängig über heterotrimere G-Proteine 
beeinflußt. Dafür spricht, daß sich die α-LTX-Effekte von GABAB-Agonisten und       
µ-opioiden Rezeptoren inhibieren lassen, so daß man gegebenenfalls von deren                 
G-Proteine auf die von CIRL schließen kann [Capogna et al., 1996b; Krasnoperov et 
al., 1997]. Der endogene Ligand für Latrophilin ist noch nicht bekannt, es kann also 
sein, daß er ähnlich wie α-LTX die Sekretion direkt oder über einen erhöhten Ca2+-
Einstrom auslöst. Er könnte aber auch - anders als α-LTX - die Sekretion hemmen, 
anstatt sie zu stimulieren. 

1.5 Haemonchus contortus als Labormodell 
Die Kenntnisse über die vielfältigen Wechselwirkungen zwischen Parasit und 

Wirt stammen vor allem aus experimentellen Arbeiten an verschiedenen Tiermodellen. 
Für gastrointestinale Nematoden des Labmagens eignet sich Haemonchus contortus als 
Labormodell, da dieser Trichostrongylide einen direkten Entwicklungszyklus ohne 
Einbeziehung von Zwischenwirten besitzt und sich durch eine gute Handhabung im 
Labor in Bezug auf Infektion und Gewinnung von Infektionsmaterial auszeichnet. Die 
Isolation der infolge ihres Blutsaugens rötlich erscheinenden Adulten im Labmagen ist 
gut durchzuführen. Adulte Weibchen und Männchen sind leicht zu differenzieren: Die 
Weibchen werden 18-30 mm lang, haben ein Hinterende mit scharfer Spitze und ihre 
Vulva liegt im hinteren Körperfünftel mit einem zungenförmigen Lappen 
(Vulvaklappe). Die Männchen sind kleiner (18-21 mm), haben zwei kurze braune 
Spiculae (30-50 µm), eine Bursa mit zwei Seitenlappen und einen asymmetrischen 
Dorsallappen [Boch und Supperer, 1983]. 
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H. contortus bietet sich auch deshalb als Labormodell an, weil die Wirtstierhaltung von 
Schafen gegenüber anderen Wiederkäuern (Pferd, Rind) vorzuziehen ist und er gerade 
bei den kleinen Wiederkäuern große ökonomische Schäden anrichtet [Mehlhorn, 1988; 
Waller, 1999]. Der Erreger ist nicht humanpathogen, Menschen können sich nur oral 
mit freien, gescheideten L3-Larven, z. B. über verschmutzte Pflanzennahrung, infizieren 
[Piekarski, 1987]. 

1.6 Fragestellung 

Zur Identifizierung möglicher Zielproteine für das neue Anthelminthikum 
PF1022A wurde ein Liganden-Immunscreening mit einer cDNA-Expressionsbibliothek 
des parasitischen Nematoden H. contortus durchgeführt [Saeger, 1996]. Dabei wurde 
als putativer Bindungspartner für PF1022A das 110 kDa große heptahelikale 
Transmembranprotein HC110-R isoliert.  

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob HC110-R den zellulären Rezeptor 
und damit das Targetprotein für PF1022A darstellt. Da bislang keine Zellkulturlinien 
von H. contortus und anderen Nematoden zur Verfügung stehen, soll ein HC110-R-
Expressionsmodell in verschiedenen Säuger-Zellkulturlinien etabliert werden, um 
Untersuchungen zur Bindung des PF1022A-Liganden an HC110-R durchführen zu 
können. HC110-R zeigt Sequenzähnlichkeiten zu Vertretern der GPCR-Secretin-
Familie, insbesondere zu dem Latrophilin-Rezeptor, dessen artifizieller Ligand das 
Neurotoxin α-Latrotoxin (α-LTX) ist. Es soll daher überprüft werden, ob PF1022A 
und/oder α-LTX zu Interaktionen mit HC110-R führen. Durch Bindung von α-LTX an 
den Latrophilin-Rezeptor werden Änderungen der Ca2+-Signaltransduktion 
hervorgerufen. Deshalb soll durch Ca2+-Imaging untersucht werden, ob PF1022A 
und/oder α-LTX Einfluß auf die Ca2+-Signaltransduktion in einer rekombinant den 
HC110-R exprimierenden Säugerzellinie ausüben. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Enzyme 
! MAXIscript in vitro Transcription Kit: Ambion, Austin, TX, U.S.A. 

! Megaprime DNA-Labelling Kit; Nylonmembran Hybond-N; pMOSBlue T-vector 
cloning Kit; Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing Kit with 
7-deaza-dGTP; Rapid Hyb.-Lösung; USBioClean MP Kit; ECL- und ECL Plus System; 
Amplify: Amersham Buchler GmbH & CoKG, Braunschweig 

! U-73122 und U-73343: Biomol Research Laboratory, Plymouth, MA, U.S.A. 

! BIO-RAD DC Protein Assay; BIO-RAD Protein Assay: BIORAD, München 

! Agarose: Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf 

! G418 Sulfat (Geneticin): Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA, U.S.A. 

! TALONspin-Chromatographie-Säulen; Tet-Off System: Clontech, Palo Alto, U.S.A. 

! Agar; Hefeextrakt; Trypton, Pepton, Difco Laboratories, Detroit, U.S.A. 

! Dynal M-280-Streptavidin-Beads: Deutsche Dynal GmbH, Hamburg 

! Fötales Kälberserum; Hepes Lösung; 2-Mercaptoethanol; RPMI 1640-Medium mit                   
L-Glutamin; Streptomycin/Penicillin Lösung; Hanks’ Balanced Salts (HBSS); TRIZOL; 
CONCERT High Purity Plasmid Maxiprep System: Gibco BRL Life Technologies, 
Karlsruhe 

! Petrischalen für Gewebekultur und Mikrobiologie: Greiner, Solingen, bzw. Waldeck, 
Münster 

! Doxyzyklin Hydrochlorid: ICN, Meckenheim 

! Zeocin: Invitrogen, Leek, NL 

! MitoTrackerTMRed CMX Ros; LysoTrackerTMRed DND-99: Molecular Probes, 
Göttingen 

! Sterilfilter: Nunc, Wiesbaden 

! GeneAmp RNA PCR-Kit; Tropix Tropilon plus Nylonmembran: Perkin Elmer, 
Weiterstadt 

! TNT Coupled Rabbit Reticulocyte Lysate System; TransFast; Luciferase Assay System: 
Promega, Heidelberg 

! Oligo (dT)-Cellulose; Agarase; FuGENE 6 Transfektionsreagenz; Expand High Fidelity 
PCR-System: Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 

! RotiLoad-Puffer (4x): Roth, Karlsruhe 

! Nitrozellulosemembranen; Protan BA 85: Schleicher und Schuell GmbH, Dassel 

! Coomassie Brilliant Blue R 250: Serva, Heidelberg 

! α-LTX; Biotin-Protein A; Streptavidin-Peroxidase; DMEM-Medium; Ham’s F-12 
Medium; Trypsin-EDTA 10x; Penicillin-Streptomycin-Lösung; Poly-L-Lysin; 
Prestained SDS Molecular Weight Marker Mixture; Tetrazyklin: Sigma, Deisenhofen 
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! cDNA Synthesis Kit, HybriZAP Two-Hybrid Predigested Vector/Gigapack Cloning 
Kit, Epicurian COLI XL2-Blue MRF’ ultracompetent cells; ExAssist/SOLR-System; 
Gigapack III Gold Packaging Extract: Stratagene, Heidelberg 

! Oligonukleotide/Primer: Birsner und Grob, Denzlingen; Gibco BRL, Karlsruhe; MWG, 
Ebersberg 

! Qiagen Plasmid-DNA Isolation Kit; Qiaprep Spin Plasmid Kit; Qiaquick PCR 
Purification Kit; Qiagen Blood and Cell Culture Genomic DNA Purification Kit: 
Qiagen, Hilden 

! Enzyme und Chemikalien für die Molekularbiologie: BIORAD, München; Biozym 
Diagnostik, Hessisch Oldendorf; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; MBI 
Fermentas, St. Leon Rot; New England Biolabs, München; Invitrogen, Leek, 
Niederlande; Pharmacia, Freiburg; Promega, Heidelberg; Serva, Heidelberg; Sigma, 
Deisenhofen; Stratagene, Heidelberg; USB, Bad Homburg 

! Radiochemikalien: ICN, Meckenheim; Amersham, Braunschweig 

! sonstige Laborchemikalien (p. a.): Acros Organics, Geel, Belgien; Baker, J. T., 
Deventer, Niederlande; Bio-Rad, München; Biozym Diagnostik, Hameln; Fluka, Neu-
Ulm; Grüssing GmbH, Filsum; Janssen Chimica, Geel, Belgien; Merck, Darmstadt; 
National Diagnostics, Atlanta, Georgia, U.S.A.; Riedel-de Häen, Seelze; Roth, 
Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma, Deisenhofen 

2.2 Lösungen und Puffer 

Die Zusammensetzung folgender Puffer und Lösungen wird im Text nicht näher 
erläutert: 

Acrylamid Stock (AA/Bis): 29,2 % Acrylamid; 0,8 % N,‘N-Methylenbisacrylamid in H2O 

AP-Substratpuffer: 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2 x 6 H2O; 100 mM Tris-HCl,      
pH 9,5 in H2O 

Arginin-haltiges Medium: 21 g dehydriertes PPLO-Broth in 730 ml H2O, autoklaviert;         
100 ml 10 % Hefeextrakt, autoklaviert; 100 ml Mycoplasmen-
freies Pferdeserum; 10 ml sterilfiltriertes 0,2 % Phenolrot in 
H2O; 50 ml sterilfiltriertes 20 % L-Arginin in H2O; pH 6,5-6,5 
mit sterilfiltrierter 1 M HCl einstellen 

BCIP-Stock: 50 mg/ml Brom-Chlor-Indolylphosphat in H2O 

Beladungspuffer (2x): 20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 M NaCl; 2 M EDTA in H2O 

Blotpuffer (Western Blot): 25 mM Tris; 190 mM Glycin; 20 % Methanol, pH 8,3 in H2O 

CCLR-Lysispuffer (1x): ‘Luciferase Cell Culture Reagent’ (Promega, Heidelberg) 
 25 mM Tris-HCl, pH 7,8; 2 mM EDTA; 2 mM DTT;                      

10 % Glyzerin; 1 % Triton X-100 

Denaturierungslösung: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH in H2O 

Denhardts (50x): 5 g Ficoll 400; 5 g Polyvinylpyrrolidon; 5 g BSA (Fraction V) 
ad 500 ml H2O  

DMEM: 1 Pckg. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 4,5 g 
Glucose; 3,7 g NaHCO3 ad 1 l H2O, pH 7,3, sterilfiltriert;     
10 % steriles, inaktiviertes FCS 
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DTT (1 M): 3,09 g in 20 ml 0,01 M Na-Acetat, pH 5,2, sterilfiltrieren 
EDTA (0,5 M): 232,6 g ad 1 l H2O, pH 8,0 

Färbelösung (SDS-PAGE):  0,1 % Coomassie Brilliant Blue R 250 in Fixierlösung 

Färbelösung (Western Blot): 10 ml AP-Substratpuffer; 66 µl NBT-Stock; 33 µl BCIP-Stock 

Fixierlösung:  20 % Isopropanol; 7 % Essigsäure in H2O 

Glucose-haltiges Medium: 21 g dehydriertes PPLO-Broth in 730 ml H2O, autoklaviert;         
100 ml 10 % Hefeextrakt, autoklaviert; 100 ml Mycoplasmen-
freies Pferdeserum; 10 ml sterilfiltriertes 0,2 % Phenolrot in 
H2O; 50 ml sterilfiltrierte 20 % D(+)-Glucose in H2O; pH 7,0 
mit sterilfiltrierter 1 M NaOH einstellen 

Glyoxal-Ladungspuffer: 50 % Glyzerin; 10 mM Natriumphosphat, pH 7,0;                        
0,25 % Bromphenolblau in H2O, aus RNase-freien 
Stammlösungen ansetzen 

GTC-Lösung: 4 M Guanidiniumthiocyanat; 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5;  
7 % 2-Mercaptoethanol in H2O 

HAM’s F-12: 1 Pckg. Ham’s F-12 Medium; 1,176 g NaHCO3 ad 1 l H2O,           
pH 7,3, sterilfiltriert; 10 % steriles, inaktiviertes FCS 

Harnstoff-Lysispuffer (8 M): 8 M Harnstoff; 50 mM NaH2PO4 x H2O, pH 8,0; 20 mM Tris-
HCl, pH 8,0; 100 mM NaCl, pH 8,0 in H2O 

HBSS: 1 Pckg. Hanks’ Balanced Salts; 0,35 g NaHCO3 ad 1 l H2O,          
pH 7,3, sterilfiltriert 

High-Salt-Puffer: 1 M NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0 in 
H2O 

Hybridisierungslösung: 6x SSC; 0,5 % SDS; 100 µg/ml denaturierte fragmentierte 
Heringssperma-DNA in H2O 

Imidazol-Elutionspuffer: 8 M Harnstoff; 50 mM NaH2PO4 x H2O, pH 8,0; 20 mM Tris-
HCl, pH 8,0; 100 mM NaCl; 100 mM Imidazol, pH 8,0 in H2O 

Ladungspuffer (6x): 30 % Glyzerin; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol 
FF in H2O 

Laufpuffer (SDS-PAGE 1x): 0,025 M Tris-Base; 0,192 M Glycin; 0,1 % SDS in H2O 

LB-Medium: 1 % NaCl; 1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt in H2O, pH 7,5 

LB-Agar: LB-Medium mit 1,5 % Agar 

LB-Top-Agarose: LB-Medium mit 0,7 % Agarose 

Lösung D: 4 M Guanidiniumthiocyanat; 25 mM Natriumcitrat, pH 7,0; 
0,5 % Natrium-Lauroylsarconisat; 100 mM 2-Mercapto-
ethanol in H2O 

Low-Salt-Puffer: 200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA,        
pH 8,0 in H2O 

MnCl2-Lösung: 10 mM MnCl2 in Na+-HBS-Puffer, pH 7,3 
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Mowiol-Einbettmedium: 5 g Mowiol (Polyscience Inc., Niles, IL, U.S.A.) in 20 ml PBS-

, pH 7,4; für 16 h rühren; 10 ml Glyzerin; weitere 16 h rühren; 
abzentrifugieren unlöslicher Partikel für 15 min bei 12000 
rpm; aliquotieren und bei - 20 °C lagern; vor Gebrauch 1-2 % 
DABCO zusetzen. 

Na+-HBS: 150 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 1,8 mM CaCl2; 0,8 mM MgSO4 
x 7 H2O; 20 mM D-Glucose; 20 mM Hepes in H2O, pH 7,3 

Na+-HBS o. Ca2+: 150 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 0,8 mM MgSO4 x7 H2O; 20 mM 
D-Glucose; 20 mM Hepes; 1 mM EGTA in H2O, pH 7,3 

NBT-Stock: 50 mg/ml Nitro-Blue-Tetrazolium-Chlorid in 70 % Dimethyl-
formamid 

Neutralisierungslösung: 1 M Tris-HCl, pH 7,4; 1,5 M NaCl in H2O 

NZY-Medium: 5 g NaCl; 2 g MgSO4 x 7 H2O; 5 g Hefeextrakt; 10 g NZ-
Amin ad 1 l H2O, pH 7,5 

NZY-Agar:  NZY-Medium mit 1,5 % Agar 

NZY-Top-Agarose: NZY-Medium mit 0,7 % Agarose 

PBS- -Puffer (1x): 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1 g Na2HPO4 x 2 H2O; 0,15 g NaH2PO4 
x H2O; 0,2 g KH2PO4 ad 1 l H2O, pH 7,2-7,4 

PFA-Lösung: 1 % bzw. 3,7 % PFA in PBS-, aufkochen, pH 7,2 

Ponceau S: 0,5 % Ponceau S; 1 % Eisessig in H2O 

Prähybridisierungslösung: 6x SSC; 2x Denhardts; 0,1 % SDS; 100 µg/ml denaturierte 
fragmentierte Heringssperma-DNA in H2O 

Renaturierungspuffer: 4 M Harnstoff; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,2 mM DTT;              
10 mM Tris-HCl, pH 7,5 ad 1 l H2O 

Rmin-Lösung: 10 mM EGTA; 130 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 0,8 mM MgSO4;        
20 mM Glucose; 20 mM Hepes Na+; pH 7,3, frisch zusetzen:              
10 µM Ionomycin; 35 µM TPEN; 10 µg/ml Gramicidin 

Rmax-Lösung: 8 mM CaCl2; 150 mM NaCl; 5,4 mM KCl; 0,8 mM MgSO4;          
20 mM Glucose; 20 mM Hepes Na+; pH 7,3, frisch zusetzen:         
10 µM Ionomycin; 35 µM TPEN; 10 µg/ml Gramicidin 

RPMI 1640: 1 Pckg. RPMI 1640-Medium; 25 ml 1 M Hepes; 2 g NaHCO3 
ad 1 l H2O, pH 7,2, sterilfiltriert; 10 % steriles, inaktiviertes 
FCS  

Roti-Blue-Färbelösung: 20 ml Roti-Blue 5x-Konzentrat; 20 ml Methanol; 60 ml H2O 

Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,4 % SDS in H2O 

Sequenzgel-Lösung: 32 ml SequaGel XR Monomerlsg. (19:1 AA zu Bis); 8 ml 
SequaGel XR Puffer; 300 µl 10 % APS 

SM-Phagenpuffer:  100 mM NaCl; 8 mM MgSO4 x 7 H2O; 50 mM Tris-HCl,     
pH 7,5; 0,01 % Gelatine in H2O 
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SOC-Medium: 2 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM MgSO4 x 7 H2O;             
10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2 x 6 H2O; 20 mM 
Glucose in H2O 

Sorbitolpuffer: 40 mM K2HPO4; 40 mM KH2PO4; 0,5 mM MgCl2, pH 6,5;           
1,2 M Sorbitol in H2O 

SSC (20x): 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 in H2O 

TAE-Puffer (40x): 1,6 M Tris; 1,33 M Natriumacetat; 0,04 M EDTA in H2O,     
pH 8,0 

TBE-Puffer (5x): 0,445 M Tris; 0,445 M Borsäure; 0,01 M EDTA in H2O,      
pH 8,0 

TBT-Puffer (10x): 0,2 M Tris-HCl, pH 8,0; 1,5 M NaCl in H2O 

TBT-Puffer (1x): 20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 0,15 M NaCl; 0,1 % Triton X-100 
in H2O 

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5-8,0; 1 mM EDTA in H2O 

Transferlösung: 3 M NaCl; 8 mM NaOH, pH 11,40-11,45 in H2O 

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8; 0,4 % SDS in H2O 

Trypanblau-Färbelösung: 0,25 % Trypanblau in sterilem H2O, filtrieren 

TST-Puffer (1x): 0,15 M NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,05 % Tween-20 in 
H2O 

Vectashield-Einbettmedium: 500 µl Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, 
 Burlingame, CA, U.S.A.); 500 µl Glyzerin; 2 % DABCO  

 

2.3 Versuchstiere 

Als Versuchstiere dienten adulte parasitische Nematoden der Art Haemonchus 
contortus. Die Gewinnung des infektiösen Materials sowie die Infektion der Schafe 
wurde durch Mitarbeiter der parasitologischen Abteilung im Institut für Tiergesundheit 
und Forschung der BAYER AG im Pflanzenschutzzentrum Monheim vorgenommen. 
Hierzu wurden 3-4 Monate alte Schafe p. o. mit 3-4 x 104 Haemonchus contortus       
L3-Larven infiziert. 20 Tage p. i. wurden die adulten Würmer aus dem Labmagen der 
Schafe abgesammelt und in eine auf 37 °C vorgewärmte physiologische Kochsalzlösung 
(0,85 %) überführt. Nach Bestimmung des Nettofeuchtgewichtes wurden die 
Nematoden in 0,5-1,0 g Aliquots in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C 
bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert. 
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2.4 Bakterienstämme und Vektoren 

Bakterienstämme:  - E. coli XL1-Blue 
supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac- F’[proAB+ 
lacIq lacZ∆M15 Tn10 (tetr)] [Bullock et al., 1987] 

   - E. coli XL1-Blue MRF’ 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac- F’ [proAB+ lacIq lacZ∆M15 Tn10 (tetr)] 
[Jerpseth et al., 1992] 

- E. coli MOSBlue 
 endA1 hsdR17 (r

K12-m
K12+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

[F’ pro A+ B+ lacIqZ∆M15::Tn10(TcR)]; (Amersham, 
Braunschweig) 

- E. coli DH5αααα 
F- φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-arfF)U169 deoR recA1 endA1 
hsdR17(rK

-, mK
+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 

(Amersham, Braunschweig) [Hanahan, 1983] 

   - E. coli BL21(DE3)pLysS 
F- dcm ompT hsdSB (rB- mB-) gal λ(DE3) [pLysS Camr] 
(Stratagene, Heidelberg) 

- E. coli XLOLR 
 ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac- F’[pro AB+ lacIq lacZ∆M15 Tn10 (tetr)] 
Su- λR (Stratagene, Heidelberg) 

Vektoren: - HybriZAP (Stratagene, Heidelberg) 

- pBI-L (Clontech, Palo Alto, U.S.A.) [Bonin et al., 1994] 

   - pBluescript  II SK (+/-) [Short et al., 1988] 

- pcDNA 3 (Invitrogen, Leek, NL) 

- pcDNA 3.1 (+/-) (Invitrogen, Leek, NL) 

 - pEGFP-C1 (Clontech, Palo Alto, CA, U.S.A.) 

- pEGFP-N3 (Clontech, Palo Alto, CA, U.S.A.) [Cormack et al., 
1996] 

- pIRES1neo (Clontech, Palo Alto, U.S.A.) 

   - pMOSBlue T (Amersham, Braunschweig) 
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- pMycTag A entspricht pSecTag A ohne Sekretionssignal (Ig κ-
Kette) (Invitrogen, Leek, NL) 
- pRSET B (Invitrogen, Leek, NL) 

Helferphagen: - ExAssist [Hay und Short, 1992] 

2.5 Nukleinsäure-Analyse 

2.5.1 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 

Die Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration erfolgte durch Messung der 
Absorption im Bereich von 260 nm, 280 nm und 320 nm mit einem Beckman DU 640 
Spektralphotometer. Die Absorption bei 280 nm gibt den Proteingehalt der Lösung, die 
Absorption bei 320 nm dagegen die Streuung an. Durch Erstellen des Quotienten 
A260/A280 erhält man die Reinheit der Nukleinsäureproben, dieser liegt für saubere 
Aufarbeitungen bei ≥1,8. Der Meßwert der Absorption bei 320 nm wird von den 
Meßwerten bei 260 nm und 280 nm abgezogen. Die Konzentration und Reinheit wurde 
nach Sambrook et al. [1989] berechnet. Für hochmolekulare DNA entspricht eine 
Absorption A260 von 1 genau 50 µg DNA/ml, für RNA genau 40 µg RNA/ml. Plasmid-
DNA zur Transfektion von Zellen wurde einer zusätzlichen Mengenbestimmung in 
einem 1 %igen TBE-Agarosegel durch den Vergleich mit 1 µg Standard λ-DNA 
unterzogen. 

2.5.2 Isolation von RNA 

2.5.2.1 Isolation von Gesamt-RNA 
Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte nach der leicht modifizierten Methode 

der sauren Guanidinthiocyant-Phenol/Chloroform-Extraktion gemäß Chomczynski und 
Sacchi [1987]. Adulte H. contortus-Würmer mit einem Feuchtgewicht von 1 g wurden 
in 5 ml Lösung D lysiert und in einem Glas-Teflon-Potter auf Eis homogenisiert, bis die 
Viskosität der Lösung abgenommen hatte. Nacheinander wurden zur Extraktion der 
Proteine und der genomischen DNA 0,1 Vol. 2 M Natriumacetat (pH 4,0), 1 Vol. saures, 
wassergesättigtes Phenol und 0,2 Vol. Chloroform zugegeben, wobei nach Zugabe jeder 
Komponente vorsichtig gemischt wurde. Die Suspension wurde 10 s gevortext und 15 
min auf Eis inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte durch 30minütige Zentrifugation bei 
4 °C und 15000 rpm (Beckman JA-20 Rotor mit Corex-Adapter-Einsätzen). Der 
wäßrige Überstand wurde vorsichtig in ein DEPC-behandeltes JA-20-Röhrchen 
überführt und die RNA mit 1 Vol. eiskaltem, RNase-freien Isopropanol gefällt. Das 
RNA-Pellet wurde nach einer Zentrifugation für 1 h bei 11000 rpm und      4 °C im 
Beckman JS 13.1 Rotor mit 80 %igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 300 µl 
Lösung D resuspendiert. Danach wurde die RNA erneut mit 1 Vol. Isopropanol gefällt 
und bis zum Gebrauch bei - 20 °C gelagert.  
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Für den Gebrauch wurde die RNA bei 14000 rpm, 4 °C (Biofuge 15R, Heraeus Christ, 
Osterode) präzipitiert, mit 75 % RNase-freiem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 
0,1 % DEPC-H2O resuspendiert. Die Konzentration und die Reinheit der isolierten 
RNA wurden photometrisch bestimmt.  

Alternativ hierzu wurde die Isolation von Gesamt-RNA mit TRIZOL (Gibco, 
Karlsruhe), einem Ein-Phasen-Gemisch aus Phenol und Guanidiniumthiocyanat, in 
Anlehnung an Chomczynski und Sacchi [1987] durchgeführt [Coombs et al., 1990; 
Chomczynski, 1993]. 50-100 mg in flüssigem Stickstoff eingefrorene adulte                 
H. contortus-Würmer, 1 konfluente 35 mm Zellkulturschale adhärenter Zellen, 0,5-1 x 
107 nicht-adhärente Säugerzellen oder 1 x 107 E. coli-Zellen wurden in 1 ml TRIZOL 
aufgenommen. Die Nematoden wurden 3x für 15 s in einem Glas-Potter homogenisiert 
und für 5 min bei RT inkubiert. In FCS-haltigem Medium kultivierte Zellen wurden 
zuvor mit einer Pipette abgespült oder mit einer Trypsin-EDTA-Lösung abtrypsiniert 
(Kap. 2.7.2), in ein Eppendorfgefäß überführt, für 10 s bei 13000 rpm und RT pelletiert, 
2x mit PBS- gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml TRIZOL 
aufgenommen, durch kräftiges vortexen lysiert und für 5 min bei RT inkubiert. 
Alternativ hierzu wurden die Zellen durch die Kanüle einer Einwegspritze lysiert. Nach 
Zugabe von 200 µl Chloroform pro ml TRIZOL und Schütteln der Probe für 15 s wurde 
der Ansatz für weitere 2-3 min bei RT inkubiert, bevor er für 10 min bei 7000-12000 
rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Die obere wäßrige Phase enthält die RNA, die 
Interphase die genomische DNA, die rote organische Phase die Proteine. Die wäßrige 
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 500 µl Isopropanol pro ml 
TRIZOL für 10 min bei RT gefällt und - wie zuvor beschrieben - gewaschen, 
luftgetrocknet und in DEPC-H2O gelöst. 

2.5.2.2 Isolation von polyadenylierter RNA (poly(A)+-RNA) 

Polyadenylierte RNA wurde nach Aviv und Leder [1972] und modifiziert nach 
Sambrook et al. [1989] für die Konstruktion einer H. contortus cDNA-Bibliothek 
gewonnen. 1 g Oligo-(dT)-Cellulose-Pulver wurde für 2 h in RNase-freiem TE-Puffer    
(pH 7,4) gequollen und in eine 5 ml Eppendorfpipettenspitze überführt. Diese Säule 
wurde mit 1x Beladungspuffer auf pH 7,5 äquilibriert. Die zu chromatographierende 
RNA wurde auf 1x Beladungspuffer eingestellt, für 5 min bei 65 °C denaturiert, für      3 
min auf Eis und dann bei RT auf die Säule gegeben. Diese wurde anschließend mit 
einem Säulenvolumen 1x Beladungspuffer gespült. Das Eluat wurde denaturiert (5 min, 
65 °C) und erneut über die Säule gegeben. Dieser Vorgang wurde noch einmal 
wiederholt. Die Säule wurde solange mit 1x Beladungspuffer gewaschen, bis die 
Absorptionsmessung bei 260 nm ein Minimum erreichte. Die gebundene RNA wurde 
mit 65 °C warmen DEPC-H2O eluiert. Um die poly(A)+-RNA weiter von ribosomaler 
RNA zu befreien, wurde der Vorgang nochmals wiederholt. Die eluierte poly(A)+-RNA 
wurde - wie zuvor beschrieben - umgefällt und in 0,1 % DEPC-H2O gelöst. Die 
Konzentration und die Reinheit wurde photometrisch bestimmt. 



Material und Methoden 25 

2.5.3 Elektrophorese von RNA 

Die Elektrophorese der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen 
[McMaster und Carmichael, 1977; Sambrook et al., 1989]. Die RNA wurde in 4 µl 
DEPC-H2O gelöst, mit 3,6 µl 40%igem Glyoxal, 10,4 µl DMSO (50 %) und 2 µl        
0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) versetzt und für 1 h bei 50 °C inkubiert, 5 min 
auf Eis gekühlt und mit 4 µl Glyoxal-Ladungspuffer versetzt. Als Längenstandard 
wurden 10 µg EcoRI/HindIII doppelt restringierte λ-DNA mitbehandelt. Die 
Auftrennung der Gesamt-RNA (30 µg) bzw. poly(A)+-RNA (10 µg) erfolgte bei           
3–4 V/cm, für ca. 4 h in 1,2 %igen Agarosegelen in 10 mM Natriumphosphat (pH 7,0), 
der auch als Laufpuffer diente. Um die Ausbildung eines pH-Gradienten zu vermeiden, 
wurde der Puffer mit Hilfe eines Magnetrührers in jedem Tank ständig durchmischt. 
Nach dem Gellauf wurde die aufgetrennte RNA oder aber die abgetrennte Markerspur 
zur Überprüfung der Qualität zunächst für 30 min in 50 mM NaOH, für 2x 20 min mit 
10 mM Natriumphosphat (pH 7,0) inkubiert und schließlich mit 20 µl Ethidiumbromid           
(10 µg/µl) in 200 ml 10 mM Natriumphosphat (pH 7,0) angefärbt. 

2.5.4 Isolation von Plasmid-DNA 

Die Isolation von Plasmiden aus E. coli erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin 
Plasmid Purification Kit (Qiagen, Hilden) basierend auf der modifizierten alkalischen 
Lyse von Birnboim [1983]. Hierzu wurden 5 ml Antibiotikum-haltiges LB-Medium mit 
einer plasmidtragenden Einzelkolonie angeimpft und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
Die Isolation der Plasmid-DNA sowie die Abtrennung von chromosomaler DNA und 
Zellproteinen erfolgte dann aus 3 ml der stationären 5 ml Kultur nach den Angaben des 
Herstellers mittels Anionenaustauschchromatographie über eine QIAprep-Spin-Säule. 
Größere Plasmid-Präparationen wurden mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) aus 
einer 25 ml Über-Nacht-Kultur oder mit dem CONCERT High Purity Plasmid 
Maxiprep System (Gibco, Karlsruhe) aus einer 100 ml Über-Nacht-Kultur durchgeführt. 
Die eluierte Plasmid-DNA wurde mit dem 0,7fachen Vol. Isopropanol bei - 20 °C 
präzipitiert, 1 h bei 10000 rpm und 4 °C (Beckman JS-13.1 Rotor) pelletiert, in 70 % 
Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 100 µl TE-Puffer bzw. Milli Q-Wasser 
gelöst. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt (Kap. 2.5.1). 

2.5.5 Elektrophorese von DNA 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-
Gelelektrophorese in einer horizontalen Flachbettkammer nach Sambrook et al. [1989]. 
Als Elektrophoresepuffer und für die Gelherstellung wurden 1x TBE-Puffer oder         
1x TAE-Puffer verwendet. Die DNA wurde mit 1/6 Vol. 6x Ladungspuffer versetzt und 
in 0,8-2 %igen Agarosegelen mit 0,5 µg Ethidiumbromid/ml Gellösung bei 10 V/cm 
aufgetrennt. Als Längenstandard dienten 2 µg EcoRI/HindIII doppelt restringierte        
λ-DNA oder bei kleinen Fragmenten 2 µg des ΦX174 DNA-HaeIII-Markers.  
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Für die Isolation von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel, wurde - je nach Größe 
des Fragmentes - ein 0,8-2 %iges TAE-Agarosegel mit einem Fenster aus 
gleichprozentiger ‘low melting point’-Agarose (Biozym, Oldendorf) gegossen. Nach 
dem Einlaufen der gewünschten Fragmente in dieses Fenster wurden sie unter 
langwelligem UV-Licht ausgeschnitten und durch den Verdau mit dem Enzym             
β-Agarase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Angaben des Herstellers 
isoliert. Die Überprüfung der Qualität erfolgte durch das Auftragen von 1/10 des 
Probenvolumens auf ein Agarosegel, die Konzentrationsbestimmung durch Vergleich 
der Markerbanden. 
Alternativ wurden Restriktionsfragmente, die >100 bp waren, mit dem USBioClean  
MP-Kit (Amersham/USB, Braunschweig) nach Hersteller-Angaben aufgereinigt. Dieser 
Methode liegt das Prinzip der Adsorption von DNA an eine spezielle Silikat-Matrix 
zugrunde, wie sie von Vogelstein und Gillespie [1979] vorgestellt wurde. 

2.5.6 Enzymatische Modifikation von DNA 

Für die Restriktion von DNA wurden die vom Hersteller empfohlenen 
Inkubationsbedingungen für die jeweilige Restriktionsendonuklease gewählt. Die 
Restriktionen erfolgten für 2-5 h oder über Nacht. 
Die 5’-Phosphatgruppen von ‘blunt end’ bzw. nicht doppelt restringierter Vektor-DNA 
wurden zur Vermeidung von Selbstligation und Rezirkularisierung mit Hilfe von 
alkalischer ‘Shrimp’-Phosphatase (USB, Bad Homburg) nach Hersteller-Angaben für    
1 h bei 37 °C durchgeführt. Danach wurde nochmals Enzym zugefügt und für eine 
weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch 30minütige Inkubation bei 65 °C wurde die 
Dephosphorylierungsreaktion abgestoppt und die DNA durch Phenol/Chloroform-
Extraktion aufgereinigt, gefällt, abzentrifugiert und in TE-Puffer aufgenommen. 

Die Ligation von DNA-Molekülen in 50 ng eines modifizierten Vektors erfolgte mit 
Hilfe der T4 DNA Ligase (MBI Fermentas, St. Leon Rot; Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim) in 1x Ligasepuffer (66 mM Tris-HCl, pH 7,5; 5 mM MgCl2; 
1 mM ATP; 1 mM DTT) in einem Gesamtvolumen von 5 oder 10 µl über Nacht bei    
12-16 °C. Jeweils 1 µl der Ligationsansätze wurde für die Transformation in E. coli 
(Kap.2.5.7) verwendet. 

2.5.7 Transformation von E. coli 

Zur Transformation von Plasmid-DNA nach Hanahan [1985] wurden E. coli 
XL1-Blue MRF‘ ‘subcloning grade competent cells’ bzw. ‘subcloning grade 
ultracompetent cells’ (Stratagene, Heidelberg) oder aber kompetente DH5α-Zellen 
(Amersham, Braunschweig) eingesetzt. 25 µl kompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis 
aufgetaut und nach Zugabe von 5-15 ng ligierter Plasmid-DNA (1/5 - 1/10 des 
Ligationsansatzes) für 30 min auf Eis gestellt. Es erfolgte ein Hitzeschock für 40 s bei 
42 °C und eine Inkubation auf Eis für 2 min. Nach Zugabe von 80 µl SOC-Medium 
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wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C und 280 rpm auf dem Schüttler inkubiert, auf 
Antibiotika-haltige LB-Platten ausgebracht und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 

2.5.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem PTC 150-16 oder PTC 150-25 
MiniCycler (MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf) durchgeführt. 

2.5.8.1 Oligonukleotide 
Zur Amplifizierung von HC110-R-Fragmenten für Klonierungen wurden 

Oligonukleotide der Firmen Gibco BRL (Karlsruhe), Birsner und Grob (Denzlingen) 
sowie MWG Biotech (Ebersberg) verwendet (Tab. 1).  

Primerpaar Sequenz 
TM 
(°C) 

Ann. 
(°C) PCR 

P83MycTag_ATGBamHI-5‘ 

P3058MycTag_oTGAXbaI-3‘ 

5’-ATA GGA TCC TTC GGT TTA ATA CCA ACA TGA GG-3´ 

5’-CCT GTC TAG AAA CAT TTC GCC AAT AGT TAG G-3´ 

63 
62 

56 / 60 Plasmid-PCR 

P83_ATGNotI-5‘ 

PmycHis_TGABamHI-3‘ 

5´-ATA TTG CGG CCG CTT CGG TTT AAT ACC AAC ATG-3´ 

5´-CGC GGA TCC TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3´ 

64 
62 

56 / 60 Plasmid-PCR 

P83cDNA3.1_ATGBamHI-5‘ 

P3060cDNA3.1_TGAXbaI-3‘ 

5’-ATA GGA TCC TTC GGT TTA ATA CCA ACA TGA GG-3´ 

5’-GCA GTC TAG ATC AAA CAT TTC GCC AAT AGT TAG G-3´ 

63 

64 
55 / 60 Plasmid-PCR 

P83EGFP_ATGHindIII-5‘ 

P3057EGFP_oTGASalI-3‘ 

5’-GGT AGA AGC TTT TCG GTT TAA TAC CAA CAT GAG G-3´ 

5’-CTG TGT CGA CAA CAT TTC GCC AAT AGT TAG G-3´ 

65 

65 
56 / 61 Plasmid-PCR 

P2486_ATGBamHI-5‘ 

P3121_TGAHindIII-3‘ 

5’-CTA TCG GAT CCC AAC ATG GCT GGC TCC CGT GAT ACC TCT AGG-3´ 

3’-GCA CTA AGC TTG ACT GAA GCG CAC AAC CTC G-3´ 

67 

61 

56 / 62 

58 / 62 

Plasmid-PCR 

RT-PCR 

P84_ATGBamHI-5‘ 

P593_5RACE-3‘ 

5’-CTG CCG GAT CCT CGG TTT AAT ACC AAC ATG AGG-3´ 

5’-GTC GAT GGT GCA GAT TTC GC-3´ 

61 

62 
56 RT-PCR 

P84_ATGBamHI-5‘ 

P3121_TGAHindIII-3‘ 

5’-CTG CCG GAT CCT CGG TTT AAT ACC AAC ATG AGG-3´ 

5’-GCA CTA AGC TTG ACT GAA GCG CAC AAC CTC G-3´ 

61 

61 
56 / 62 Plasmid-PCR 

P84_ATGBamHI-5‘ 

P1434_TGAHindIII-3‘ 

5´-CTG CCG GAT CCT CGG TTT AAT ACC AAC ATG AGG-3´ 

5´-GGC TCA AGC TTA TCA GAG AAC AAG CGA CAC GGC-3´ 

61 

62 
56 / 62 Plasmid-PCR 

P70HumM1RezXhoI-5‘ 

P1465HumM1RezEcoRI-3‘ 

5´-ATA TCT CGA GAG CCC CAC CTA GCC ACC ATG AAC A-3´ 

5´-GAC GAA TTC CAT TGG CGG GAG GGA GTG CGG T-3´ 

62 

63 
55 / 60 Plasmid-PCR 

P117Mausβ2ARXhoI-5‘ 

P1349Mausβ2AREcoRI-3‘ 

5´-TAC CTC GAG CTG CTA ACC TGC CAG CCA TG-3´ 

5´-TGT AGA ATT CTT CCT TCC TTG GGA GTC AAC GCT-3´ 

61 
58 

55 / 60 Plasmid-PCR 

P83_ATGSalI-5´ 

P3121RS424_TGASalI-3  ́

5´-GCA GCC CGT CGA CTT CGG TTT AAT ACC AAC ATG AGG-3´ 

5´-TGG TGT CGA CGA CTG AAG CGC ACA ACC TCG-3´ 

63 

62 
64 Plasmid-PCR 

P83_ATGSalI-5´ 

P1418_oTGASalI-3´ 

5´-GCA GCC CGT CGA CTT CGG TTT AAT ACC AAC ATG AGG-3´ 

5´-AAC TTG TCG ACG CCA CCA CAC GTG AAA CAA TTC G-3´ 

63 

61 
64 Plasmid-PCR 

P2470SalI-5  ́

P3121RS424_TGASalI-3  ́

5´-TAG CGT CGA CTT TCA TGT ATC AGC TCT GGC TCC CG-3´ 

5’-TGG TGT CGA CGA CTG AAG CGC ACA ACC TCG-3´ 

63 

62 
64 Plasmid-PCR 

P2185EcoRI-5  ́

P2287SalI-3  ́

5´-TGG CCG AAT TCA CTA TGT GCA TTG TAT ACA GAC ATT C-3´ 

5´-ATA GAG TCG ACC CAG ACC CAT CGC TCC TTT GAC CC-3´ 

68 

74 
55 / 67 Plasmid-PCR 

P87_ATGNheI-5  ́

PMycHis_TGASacI-3  ́

5´-CGT GGC TAG CTGT TTA ATA CCA ACA TGA GG-3´ 

5´-ACT TGA GCT CTA GAA GGC ACA GTC GAG GCT GAT C-3´ 

70 

72 
55 / 63 High Fidelity-

PCR 

P87_ATGNheI-5  ́

PEGFP_TGASacI-3  ́

5´-CGT GGC TAG CTGT TTA ATA CCA ACA TGA GG-3´ 

5´-ACT TGA GCT CGC GGC CGC TTT ACT TGT ACA GC-3´ 

70 

72 
55 / 63 High Fidelity-

PCR 

Tab. 1: Zusammensetzung der Oligonukleotide.  
Die Tabelle gibt die verwendeten Primerpaare, deren Schmelztemperatur (Tm), die eingesetzte Annealing-
Temperatur und die Art der PCR an. Angehängte Restriktionsschnittstellen sind fett markiert, Start- und 
Stop-Codon unterstrichen. 



28 Material und Methoden 

Die Primerpaare wurden zuvor mit Hilfe der Programmpakete PC/Gene Version 6.7 
(IntelliGenetics, Mountain View, CA, U.S.A.) und Oligo 4.1-Primer Analysis Software 
(National Biosciences Inc., Plymouth, U.S.A.) bestimmt. Die Primer sollten eine Länge 
zwischen 15-30 Basen aufweisen, einen GC-Gehalt zwischen 40-60 % besitzen und 
weder komplementär zueinander, noch zu sich selbst sein. Am 3’-Ende wurde darauf 
geachtet, daß die Primer einen GC-‘Clamp’ besitzen und möglichst keine ‘Repeats’ 
bzw. Purin- oder Pyrimidin-Abschnitte aufweisen [Kawasaki, 1991]. Die 
Schmelztemperatur (Tm-Wert) der PCR-Primer wurde wegen der großen 
Nukleotidlänge gemäß der % GC-Methode: Tm (°C) = 81,5 + 16,6 x [50 mM Na+] + 
0,41 x (% GC) - 675/Länge - 0,65 x (% Formamid) - (% ‘mismatch’) berechnet. 

2.5.8.2 Reverse Transkription mit anschließender PCR-Reaktion (RT-PCR) 
Für die reverse Transkription mit anschließender PCR-Reaktion wurde das 

GeneAmp RNA PCR-Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt) verwendet, bei dem beide 
Reaktionen in einem Reaktionsgefäß durchgeführt werden konnten. Bei der RT-PCR 
wurden je 1 µg Gesamt-RNA mit je 1 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 5 mM 
MgCl2, 1 U RNase-Inhibitor, 1x PCR-Puffer II und 2,5 U MuLV-Reverse Transkriptase 
in einem Gesamtvolumen von 20 µl versetzt. Als Initiator der cDNA-Synthese wurde 
2,5 µM Random-Hexamer-Primer eingesetzt. Auf eine Inkubation für 10 min bei 22 °C 
folgte die cDNA-Synthese für 1 h bei 42 °C. Das Enzym wurde für 5 min bei 95 °C 
inaktiviert. Für die anschließende Amplifikation wurde der 20 µl-Reaktionsansatz mit 
1x PCR-Puffer II, 2 mM MgCl2, je 0,5-2 µM sequenzspezifische Strang- und 
Gegenstrang-Primer (Tab. 1) sowie mit 2,5 U Ampli Taq-DNA-Polymerase versetzt, auf 
ein Gesamtvolumen von 100 µl gebracht und mit 50 µl Mineralöl überschichtet. Die 
Amplifikation erfolgte über 30 Zyklen zu je 1 min bei 95 °C, 1 min bei der 
entsprechenden Annealing-Temperatur der Primer (Tab. 1 in Kap. 2.5.8.1) sowie 1 min 
bei 72 °C und einer abschließenden Elongation für 10 min bei 72 °C. 1/5 des 
Reaktionsansatzes wurde in einem Agarosegel aufgetrennt. Die Klonierung der 
Fragmente erfolgte wie in Kap. 2.5.8.4 beschrieben. Als Negativkontrolle wurden 
jeweils Ansätze ohne RNA oder ohne MuLV-Reverse Transkriptase durchgeführt. In 
einem Ansatz wurde die RNA zuvor mit DNase-freier RNase A (10 mg/ml) (Sigma, 
Deisenhofen) für 1 h bei 37 °C verdaut, Phenol/Chloroform-extrahiert und gefällt. 

2.5.8.3 Plasmid-PCR 
Für die Amplifikation eines Fragmentes ausgehend von einem Plasmid wurden      

50 ng Plasmid-DNA, 1x Pfu-Polymerasepuffer, 200 µM dNTP-Mix, je 300 nM der 
beiden sequenzspezifischen Primer (Tab. 1) und 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase 
(Stratagene, Heidelberg) in einem Volumen von 100 µl eingesetzt und mit 50 µl 
Mineralöl überschichtet. Enthielten die Primer eine Restriktionsschnittstelle, so wurde 
der Ansatz für 5 min bei 95 °C denaturiert und dann einer zusätzlichen 6fachen 
Amplifikation von 1 min bei 95 °C, 1 min bei einer um 5-6 °C reduzierten Annealing-
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Temperatur der entsprechenden Primer (Tab. 1 in Kap. 2.5.8.1) und 2 min bei 72 °C 
unterworfen, bevor weitere 30 Zyklen zu 1 min bei 95 °C, 1 min bei der entsprechenden 
höheren Annealing-Temperatur (Tab. 1) und 2 min bei 72 °C folgten. Anschließend 
beendete eine 10minütige Elongation bei 72 °C die Reaktion. Bei Verwendung der Taq-
DNA-Polymerase erfolgte die Reaktion in 1x PCR-Puffer unter Zugabe von 1,5 mM 
MgCl2 unter ansonsten gleichen Bedingungen. 

Fragmente >1500 bp, insbesondere die Deletionsklone von HC110-R, wurden mit Hilfe 
des ‘Expand High Fidelity‘ PCR-Systems (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 
amplifiziert. In einem Reaktionsvolumen von 50 µl wurden 0,5 µg Plasmid-DNA mit je 
200 µM dNTP’s, 300 nM 5´- und 3´-Primer (Tab. 1) sowie 1x Expand HF Puffer mit       
1,5 mM MgCl2 und 2,6 U eines Mixes aus Pwo- und Taq-DNA-Polymerase versetzt. 
1/10 eines Reaktionsansatzes wurde zur Überprüfung der PCR-Fragmente auf einem                    
0,8-2 %igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. Ein-Primer-Amplifikationen wurden durch 
jeweils einen zusätzlichen Ansatz mit nur einem Primer ausgeschlossen. 

2.5.8.4 Klonierung von PCR-Fragmenten 
PCR-Fragmente, die mit der Taq-DNA-Polymerase amplifiziert worden waren, 

konnten direkt in den pMOSBlue T-Vektor (Amersham, Braunschweig) ligiert werden, 
da die Taq-DNA-Polymerase bei der Amplifikation zu 30 % einen zusätzlichen 
Desoxyadenosin-Rest an die 3’-Enden der doppelsträngigen DNA, anhängt [Clark, 
1988]. Dazu wurden die Fragmente, wie in Kap. 2.5.5 beschrieben, aufgereinigt, bei     
16 °C in 50 ng des T-Vektors [Marchuk et al., 1991; Holton und Graham, 1991] ligiert 
und in kompetente E. coli MOSBlue-Zellen transformiert (Kap. 2.5.7). Sollten dagegen 
PCR-Fragmente kloniert werden, denen über die Primersequenz beidseitig eine 
Restriktionsschnittstelle eingefügt worden war, wurden diese zuerst über ein Agarosegel 
aufgereinigt (Kap. 2.5.5), mit der entsprechenden Restriktions-endonuklease geschnitten 
(Kap.2.5.6), Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA aus dem Überstand gefällt. Die 
modifizierten DNA-Fragmente wurden in den entsprechend verdauten Vektor ligiert und 
1/5-1/10 des Ligationsansatzes in kompetente E. coli XL1-Blue MRF’- oder DH5α-
Zellen transformiert (Kap. 2.5.7). Die Überprüfung der Klonierung bzw. des richtigen 
und durchgängigen Leserasters insbesondere für Fusionsproteine wurde durch 
Sequenzanalyse überprüft. 

2.5.9 DNA-Sequenzanalyse 

Die Sequenzanalyse der klonierten DNA erfolgte nach der Didesoxynukleotid-
Kettenabbruchmethode von Sanger et al. [1977] auf nicht-radioaktive Weise. Hierzu 
wurde das ‘Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with    
7-deaza-dGTP’ (Amersham, Braunschweig) und sequenzspezifische 5’-IR-gekoppelte 
Primer (IRD41 oder IRD800, MWG, Ebersberg) für die LICOR DNA Sequenzierungs-
Apparatur Modell 4000 (MWG, Ebersberg) verwendet. 
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2.5.9.1 Sequenzierprimer 
Sequenzspezifische 5’-IR-gekoppelte Sequenzierprimer mit einer 

durchschnittlichen Nukleotidlänge von 20 Basen wurden mit dem PC/Gene-Programm 
(Version 6.7) „PCRPLAN“ (IntelliGenetics, Mountain View, CA, U.S.A.) und dem 
Programmpaket Oligo 4.1-Primer Analysis Software (National Biosciences Inc., 
Plymouth, U.S.A.) ausgewählt (Tab. 2).  
Die Berechnung der Schmelztemperatur (Tm-Wert) der Sequenzierprimer bis 20 nt 
erfolgte nach der Formel:  4 x GC + 2 x AT + 3,3. 
 

Primer Sequenz Position Tm-Wert 
GC-

Gehalt 
1R565-5’ 5’-GAT ATG AGC GCG AAA TCT GC-3’ 565 - 584 63 °C 50 % 

2R743-5’ 5’-TAG AGT GTC GCA GTG ATT GG-3’ 743 - 762 63 °C 50 % 

3R1119-5’ 5’-GAA CTA TGT GCA ACC GTT GG-3’ 1119 - 1138 63 °C 50 % 

4R1524-5’ 5’-ACC TGA ATG TTC TTG GTG GG-3’ 1524 - 1543 65 °C 55 % 

5R1815-5’ 5’-CGC TTC TCT TGG TAT AGC CG-3’ 1815 - 1834 65 °C 55 % 

6R2826-5’ 5’-GAT CTT CCA TCA TCG CCC TCC-3’ 2826 - 2846 62 °C 57 % 

6U592-3’ 5’-TCG ATG GTG CAG ATT TCG CG-3’ 573 - 592 65 °C 55 % 

5U771-3’ 5’-CTG AAT GGT CCA ATC ACT GC-3’ 752 - 771 63 °C 50 % 

4U2252-3’ 5’-TCA CCT CCA TTA TCC GCA GC-3’ 2233 - 2252 65 °C 55 % 

3U2511-3’ 5’-ATC CCT AGA GGT ATC ACG GG-3’ 2492 - 2511 65 °C 55 % 

2U2897-3’ 5’-GAA GGT GTT GTA CCC TGG GC-3’ 2878 - 2897 67 °C 60 % 

1U3213-3’ 5’-CCG GAA GAC GAT GAA AGC CC-3’ 3193 - 3213 67 °C 60 % 

5RACE190-5’ 5’-GTA TGC GAA GGT GGT ACA GC-3’ 190 - 209 65 °C 55 % 

5RACE266-5’ 5’-GAT ATT CGG CTC GGG TTT GC-3’ 266 - 285 65 °C 55 % 

5RACE363-3’ 5’-TTT CCT AAG GGT CGG CAT CG-3’ 344 - 363 65 °C 55 % 

5RACE592-3’ 5’-TCG ATG GTG CAG ATT TCG CG-3’ 573 - 592 65 °C 55 % 

GAL4BD-5’ 5’-GTG CGA CAT CAT CAT CGG AAG-3’ - 67 °C 52 % 

GAL4BD-3’ 5’-CCT AAG AGT CAC TTT AAA ATT-3’ - 57 °C 29 % 

GAL4AD-5’ 5’-AGG GAT GTT AAT ACC ACT AC-3’ - 58 °C 40 % 

GAL4AD-3’ 5’-GCA CAG TTG AAG TGA ACT TGC-3’ - 65 °C 48 % 

MycTag-5’ 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’ - 59 °C 40 % 

MycTag-3’ 5’-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3’ - 59 °C 56 % 

EGFP-N3-3' 5’CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G-3’ - 67 °C 73 % 

EGFP-C1-5’ 5’-CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G-3’ - 59 °C 59 % 

PRSET B-3’ 5’-AGC AAA AAA CCC CTC AAG ACC CGT-3’ - 62 °C 50 % 

Tab. 2: 5‘-IR-markierte Sequenzierprimer.  
Angegeben sind die Sequenzen der Oligonukleotide, ihre Schmelztemperatur (Tm) und der GC-Gehalt (in 
%). Der Primername gibt an, ob das Oligonukleotid an den codogenen (5‘) oder anticodogenen (3‘) 
Strang bindet. Mit Ausnahme von Primern, die in der MCS von Vektoren binden, ist bei den 
sequenzspezifischen HC110-R-Primern, die Position angegeben. 
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2.5.9.2 Sequenzierung mit Thermo Sequenase 
Pro Reaktionsansatz wurden 0,5-2µg Plasmid-DNA bzw. 1 µg PCR-Produkt in 

20 µl H2O eingesetzt. Je 5 µl Plasmid-DNA wurden mit 2 µl A-, C-, G- oder T-Mix und         
1 µl 5’-IR-markiertem Primer (0,1-0,3 pmol/µl) versetzt und mit Mineralöl 
überschichtet. In einem PTC-100 Thermocycler (MJ Research, BIOZYM, Oldendorf) 
wurde die Plasmid-DNA für 5 min bei 94 °C denaturiert und dann einer als ‘cycle 
sequencing’ bezeichneten Methode unterzogen. Diese setzt sich aus 30 repetitiven 
Zyklen zu je 1 min bei einer Annealing-Temperatur von 50-70 °C (meist 60 °C) und 
einer Denaturierung von 30 s bei 94 °C unter Verwendung einer thermostabilen DNA-
Polymerase zusammen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 µl Formamid-
Ladepuffer abgestoppt. Je 1,5 µl der IR-markierten DNA-Fragmente wurden in 40 cm 
langen, 0,4 mm dünnen 6 %igen Gelen aus modifiziertem Polyacrylamid (Ultra Pure 
Sequagel XR, National Diagnostics, Atlanta, U.S.A.) mit 8 M Harnstoff bei 1500 V und 
50 °C in 1x TBE-Puffer aufgetrennt und in Echtzeit über eine Laser-Photomultiplier-
Einheit detektiert. Die Auswertung des IR-Signals erfolgte mit dem Programm 
BaseImageIR, Version 4.0, von LICOR (MWG, Ebersberg). 

2.5.9.3 Computeranalyse von Sequenzdaten 
Für die Sequenzanalysen und Datenbankvergleiche auf Nukleinsäure- sowie 

Aminosäure-Ebene wurde das Programmpaket PC/Gene, Version 6.85, der Firma 
IntelliGenetics Inc. (Mountain View, CA, U.S.A.) eingesetzt. Weiterhin fanden die on-
line Datenbanken des ‘European Molecular Biology Laboratory’ (EMBL, Heidelberg) 
sowie GenBank , Release 93.0 und Swiss-Prot, Release 31.0 Verwendung. Hierzu 
wurden die Programme Mail-Quicksearch und GAP [Devereux et al., 1984], BLITZ 
[Smith und Waterman, 1981], BLAST [Altschul und Lipman, 1990] und FASTA 
[Lipman und Pearson, 1985; Pearson und Lipman, 1988] hinzugezogen. Die 
Proteinsequenzen wurden mit SAPS [Brendel et al., 1992], PROSITE und Prot-Param 
[Appel et al., 1994] analysiert. 

2.6 Protein-Analyse 

2.6.1 In vitro Transkription und Translation 

Zur in vitro Synthese eines RNA-Transkriptes aus in pBluescript SK klonierter 
HC110-R-cDNA wurde das ‘MAXIscript In Vitro Transcription Kit’ von Ambion (TC, 
Heidelberg) herangezogen. 4 µg HC110-R-Plasmid-DNA wurden mit dem 
Restriktionsenzym HindIII oder SalI hinter dem Stop-Codon linearisiert, mit 
Phenol/Chloroform extrahiert, in 3 Vol. Ethanol gefällt und in DEPC-H2O gelöst. In 
einem 50 µl Reaktionsansatz wurden 2 µg HC110-R-cDNA mit 2,5 µl 200 mM DTT, je 
2,5 µl 10 mM ATP, CTP, GTP und UTP, 5 µl 10x Transkriptionspuffer, 1,6 µl RNasin-
Inhibitor (40 U/µl) (Promega, Heidelberg) und 2 µl T3-Phagen-Polymerase (10 U/µl) 
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versetzt und für 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach 1 h wurde noch einmal 2 µl T3-Phagen-
Polymerase (10 U/µl) hinzugegeben. Der Ansatz wurde mit 1,5 µl RNase-freier DNase I 
(2 U/µl) und 1 µl RNasin-Inhibitor (40 U/µl) versetzt, für 15 min bei 37 °C inkubiert, 
mit Phenol/Ch1oroform extrahiert, in 3 Vol. Ethanol gefällt und in 25 µl DEPC-H2O 
resuspendiert. 1/5 Vol. der Probe wurde in einem Glyoxalgel (Kap. 2.5.3) analysiert. 

Für die zellfreie in vitro Translation wurde das ‘TNT Coupled Rabbit Reticulocyte 
Lysate System‘ von Promega (Heidelberg) verwendet. Das mit Mikrococcus-Nuclease 
behandelte Retikulozyten-Lysat aus dem weißen Neusseland-Kaninchen enthält alle 
notwendigen zellulären Komponenten für die Proteinsynthese [Pelham und Jackson, 
1976; Jackson und Hunt, 1983]. Es ermöglichte eine gekoppelte in vitro Transkription 
und Translation ausgehend von 1 µg zirkularisierter oder mit HindIII bzw. SalI 
linearisierter HC110-R-Plasmid-DNA in einem einzigen Reaktionsgefäß. In einem       
50 µl Reaktionsansatz wurden 1 µg HC110-R-Plasmid-DNA in 16 µl DEPC-H2O mit 
25 µl Kaninchen-Retikulozyten-Lysat, 2 µl TNT-Reaktionspuffer, 1 µl T3-Phagen-
Polymerase (10 U/µl), 1 µl RNasin-Inhibitor (40 U/µl), 1 µl Aminosäure-Mix ohne 
Methionin (1 mM) und 4 µl Translabel-Mix (85 % L-[35S]-Methionin, 15 % L-[35S]-
Cystein; 10 µCi/µl, spez. Aktivität >1000 Ci/mmol, ICN, Meckenheim) auf Eis versetzt 
und für 90 min bei 30 °C inkubiert. Die Positivkontrolle enthielt 1 µg T3-Luziferase-
Kontroll-DNA in 16 µl DEPC-H2O, die Negativkontrolle nur 16 µl DEPC-H2O. 1/10 
des Proteinansatzes wurde mit 4x RotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) versetzt, für 3 min 
gekocht und auf 4,5 %ige SDS-Sammelgele geladen. Als Proteinstandard diente der 
‘Prestained SDS Molecular Weight‘-Marker (Sigma, Deisenhofen). Die 
Reaktionsprodukte wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
[Lämmli, 1970] in einem 10 %igen SDS-Trenngel der Größe 19 x 15 cm und einer 
Geldicke von 1,5 mm in 1x SDS-Laufpuffer für ca. 4 h bei 20 mA aufgetrennt        
(Kap. 2.6.7). Das Gel wurde für 30 min in die Fixierlösung und für 1 h in die 
Färbelösung gelegt. Über Nacht wurde nichtgebundener Farbstoff mit der Fixierlösung 
aus dem Gel entfernt (Kap. 2.6.8). Zur gesteigerten Detektion der eingebauten 
radioaktiv markierten 35S-Aminosäuren wurde das Gel für 30 min in 1 M 
Natriumsalicylat-Lösung (pH 7,0) [Chamberlain, 1979] oder in einer Fluorophor-
Lösung (Amplify, Amersham, Braunschweig) geschwenkt, kurz in H2O gewaschen und 
auf einem Geltrockner unter Vakuum für 4-6 h bei 60 °C getrocknet. Die Exposition 
erfolgte auf einseitig beschichteten 35S-sensitiven Kodak BIOMAX MR Röntgenfilmen 
mit Verstärkerfolie bei - 80 °C. 

2.6.2 Proteinextrakte aus Haemonchus contortus 

50-100 mg in flüssigem Stickstoff eingefrorene adulte H. contortus-Würmer 
wurden in 1 ml TRIZOL (Gibco, Karlsruhe) aufgenommen. Die Nematoden wurden 
zusammen mit dem TRIZOL 3x für 15 s in einem Glas-Potter homogenisiert und für     
5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Chloroform pro ml TRIZOL und 
Schütteln der Probe für 15 s wurde der Ansatz für weitere 2-3 min bei RT inkubiert. 
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Danach wurde er für 10 min bei 7000-12000 rpm und 4 °C zentrifugiert.                      
Die obere wäßrige Phase enthält die RNA, die Interphase die genomische DNA, die rote 
organische Phase die Proteine [Coombs et al., 1990; Chomczynski, 1993]. Die wäßrige 
Phase wurde entfernt und separat aufbereitet (Kap. 2.5.2.1). Die Interphase und 
organische Phase wurden mit 300 µl 100 % Ethanol pro ml TRIZOL versetzt, gut 
durchmischt und für 2-3 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 2000 rpm 
für 5 min und 4 °C wurde der Proteinüberstand vorsichtig in ein neues Eppendorfgefäß 
überführt und mit 1 ml Isopropanol für 10 min bei RT gefällt. Der Überstand wurde 
verworfen und das Proteinpellet 3x mit je 2 ml 0,3 M Guanidin-Hydrochlorid-Lösung in 
95 % Ethanol versetzt, gevortext, für 20 min bei RT inkubiert und für 5 min bei             
7500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 2 ml 100 % Ethanol gelöst, 
für 20 min bei RT gefällt und für 5 min bei 7500 rpm und 4 °C pelletiert. Das Pellet 
wurde kurz vakuumgetrocknet und in 8 M Harnstoff-Lysispuffer (pH 8,0) resuspendiert. 
Unlösliches Material wurde durch eine Zentrifugation für 10 min bei 10000 rpm und 4 
°C entfernt, der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und nach Bestimmung 
der Proteinkonzentration bis zur Weiterverarbeitung bei - 20 °C gelagert. 

2.6.3 Proteinextrakte aus E. coli-Zellen 

Zur Herstellung von Proteinextrakten wurden 100 µl einer 5 ml Über-Nacht-
Kultur für 5 min bei 5000 rpm und 4 °C in einer Heraeus-Untertischzentrifuge pelletiert, 
mit 5 ml PBS- gewaschen und erneut abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml TRIZOL 
(Gibco, Karlsruhe) resuspendiert und - wie in Kap. 2.6.2 beschrieben - weiter 
aufgearbeitet. In Anschluß an die Proteinbestimmung (Kap. 2.6.6) wurde 4x RotiLoad-
Puffer (Roth, Karlsruhe) zugegeben und 10-20 µg Protein pro Spur auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen (Kap. 2.6.7). 

2.6.4 Proteinextrakte aus der Zellkultur 

Adhärente Säugerzellen wurden zuvor entweder mechanisch durch Ablösen der 
Zellen mit einer Glaspipette (z. B. HEK-293) oder nach Kälteeinwirkung (1 h, 4 °C) mit 
einem Zellschaber (z. B. CHO-K1, COS-7, HeLa) gelöst oder aber mit einer Trypsin-
EDTA-Lösung abtrypsiniert (z. B. HepG2). Die Zellen wurden in ein Eppendorfgefäß 
überführt, für 10 s bei 13000 rpm und RT pelletiert, 2x mit PBS- gewaschen und erneut 
abzentrifugiert. Nach Aufnahme von 5-10 x 106 Zellen in 1 ml TRIZOL wurden diese 
durch kräftiges Vortexen oder durch mehrfaches Ziehen der Zellen durch die Kanüle 
einer Einwegspritze lysiert und für 5 min bei RT inkubiert. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte wie in Kap. 2.6.2 beschrieben. Alternativ hierzu wurde das Zellpellet auch in    
1 ml PBS- oder 8 M Harnstoff-Lysispuffer (pH 8,0) resuspendiert und einer kurzen 
Ultraschallbehandlung (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danbury, 
U.S.A.) unterzogen werden. Der Proteingehalt wurde nach Bradford [1976] oder Lowry 
et al. [1951] bestimmt (Kap. 2.6.6). 
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2.6.5 Proteinextrakte aus Latrodectus-Giftdrüsen 

Die Prosoma von 30 Latrodectus revivensis „Schwarzen Witwen“ 
(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Dipl. Biol. Bettina Berendonck, 
Institut für Zoomorphologie und Zellbiologie, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) 
wurden vom Opistosoma getrennt, in eiskaltes PBS- (pH 7,3) getaucht und unter 
Zuhilfenahme eines Binokulars (20fache Vergrößerung wurde das Sternum entfernt. Die 
beiden paarigen, weißlichen 1,6-2,0 mm langen Giftdrüsen reichen, ausgehend von den 
Cheliceren, weit in das Prosoma hinein. Die insgesamt 60 präparierten Giftdrüsen 
wurden in 200 µl 8 M Harnstoff-Lysispuffer (pH 8,0) aufgenommen und mit Hilfe von 
Ultraschall (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danbury, U.S.A.) 
zerkleinert. Zelltrümmer wurden für 5 min bei 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415 
C) abzentrifugiert, der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und der 
Proteingehalt nach Bradford [1976] oder Lowry et al. [1951] ermittelt (Kap. 2.6.6). 

2.6.6 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Konzentration von Proteinen nach Bradford [1976] wurde mit Hilfe des 
BIORAD-Protein-Assay (BIORAD, München) bestimmt, sofern der die Proteine 
enthaltende Puffer relativ frei von Detergentien wie SDS, Triton und Nonidet P-40 war 
(<0,1 %), die die Bildung des Farbkomplexes beeinflussen. Der zu bestimmende 
Proteinextrakt wurde mit H2O auf 800 µl gebracht und mit 200 µl Bradford-Reagenz 
gemischt. Die Extinktion des Farbstoff-Proteinkomplexes wurde nach 10 min bei 595 
nm in einem Beckman Spektrophotometer DU 640 gemessen [Compton und Jones, 
1985] und die Proteinkonzentration durch den Vergleich mit einer BSA-
Standardgeraden bestimmt. 

Bei Verwendung von SDS-, Triton- oder Nonidet P-40-haltigen Puffern wurde die 
Proteinbestimmung nach Lowry et al. [1951] mit dem BIO-RAD DC Protein Assay 
(BIORAD, München) durchgeführt. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 200 µl der zu 
bestimmenden Proteinprobe, 100 µl Lösung A’ (= 1 ml Lösung A + 20 µl Lösung S) 
und 800 µl Lösung B zusammen. Nach einer 15 minütigen Inkubation bei RT wurde die 
Extinktion bei 750 nm gemessen. 

2.6.7 Elektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) 

Die Trennung von Proteinen erfolgte durch vertikale, diskontinuierliche SDS-
PAGE nach Lämmli [1970]. Aus einer 30%igen Polyacrylamid-Stocklösung wurde das 
Sammelgel mit einer Polyacrylamid-Konzentration von 4,5 % und das Trenngel je nach 
Größe der aufzutrennenden Proteine mit einer Polyacrylamid-Konzentration von           
8-20 % angesetzt. Die Polymerisation der Gellösung erfolgte mit 10 µl APS (10 %) und 
1 µl TEMED pro ml Gellösung. Die Auftrennung von Proteinen in Gelen mit einer 
Größe von 19 x 15 cm und einer Geldicke von 1 mm erfolgte in der von Reid und 
Bieleski [1968] beschriebenen vertikalen Elektrophorese-Apparatur in 1x Laufpuffer für 
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ca. 4 h bei einer Stromstärke von 20 mA. Diese wurde auf 30 mA erhöht, sobald die 
Proben in das Trenngel eingelaufen waren. Außerdem wurde die ‘Mini-PROTEAN II 
Electrophoresis Cell’-Apparatur (BIORAD, München) mit einer Gelgröße von 8 x 10 
cm und einer Geldicke von 1 mm eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte auch hier in     
1x Laufpuffer für ca. 1-2 h bei einer konstanten Stromstärke von 20 mA. Die Proteine 
wurden hierzu mit 4x RotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) versetzt, 3 min bei 95 °C 
denaturiert und auf das Sammelgel geladen. Als Proteinstandard diente der ‘Prestained 
SDS Molecular Weight’-Marker (Sigma, Deisenhofen). 

2.6.8 Coomassie-Brilliant-Blue Anfärbung von Proteinen 

Die Anfärbung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte mit 
Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva, Heidelberg) bzw. Roti-Blue (Roth, Karlsruhe), 
einer kolloidalen Coomassie-Färbelösung. Die Empfindlichkeit der Anfärbung mit 
Coomassie Brilliant Blue liegt bei 0,3-1 µg Protein pro Bande. Hierzu wurde das Gel 
nach dem Lauf für 2 h bzw. über Nacht vorsichtig in der Färbelösung geschüttelt und 
danach solange in der Fixierlösung entfärbt, bis alle nichtgebundenen 
Farbstoffkomplexe entfernt worden waren. Eingespannt zwischen zwei Lagen 
Zellophanpapier ließ sich das Gel vollständig trocknen und verwahren. 

2.6.9 Renaturierung von Proteinen 

Durch SDS-PAGE denaturierte Proteine zeigten mitunter kein klares Signal bei 
der Immundetektion, wenn sich der Antikörper gegen ein zerstörtes 
konformationsabhängiges Epitop richtete. Die Renaturierung der Polypeptide nach Lee 
et al. [1982] kann im Trenngel oder auf der Blot-Membran erfolgen. Ein Harnstoff-
haltiger Renaturierungspuffer bewirkte durch Aufhebung hydrophober 
Wechselwirkungen eine partielle Entfernung des SDS [Eckert und Kartenbeck, 1997]. 
Das Trenngel wurde hierzu nach Beendigung der Elektrophorese insgesamt 4x in ca. 
250 ml Renaturierungspuffer unter leichten Schüttelbewegungen für je 30-60 min bei 
RT und abschließend noch einmal für 30 min in dem Blotpuffer inkubiert, bevor es - 
wie in Kap. 2.6.10 beschrieben - geblottet wurde. So wurden 10-15 %ige SDS-
Trenngele für Bindungsstudien zwischen HC110-R und den Liganden α-Latrotoxin 
bzw. PF1022A-Biotin und BAY44-4400 mitunter zuvor renaturiert. 

2.6.10 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran 

Im Anschluß an die SDS-PAGE wurden die Proteine nach der horizontalen 
Semi-Dry-Methode auf eine Nitrozellulosemembran (Protan Cellulosenitrat BA 85, 
Schleicher und Schuell, Dassel) geblottet [Kyhse-Anderson, 1984]. Hierzu wurde das 
kontinuierliche Puffer-System nach Bjerrum und Schafer-Nielsen [1986] herangezogen, 
bei dem nur die in Blotpuffer getränkten Lagen Whatman-Papier (Whatman Ltd., 
Maidstone, England) zwischen den beiden Graphitplatten des Biometra Fast Blot 
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(Göttingen) als Pufferreservoir dienten. Die Proteine wurden bei einer Stromstärke von 
1 mA/cm2 Blotfläche in 1,5-2 h vom SDS-Polyacrylamidgel auf die 
Nitrocellulosemembran geblottet. Zur Kontrolle des Transfers wurden die transferierten 
Proteine anschließend durch Ponceau S reversibel angefärbt und unter fließendem 
Millipore-H2O wieder entfärbt. 

2.6.11 Immundetektion 

Die geblottete Nitrocellulosemembran wurde für 1 h oder über Nacht in TST-
Puffer mit 1 % BSA oder RotiBlock-Lösung (Roth, Karlsruhe) geschüttelt, um 
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Danach erfolgte die 
Inkubation mit dem Primärantikörper bzw. Antiserum gegen HC110-R (1:100-1:10000 
in TST-Puffer) für 2 h bei RT (Tab. 3). Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper 
bzw. Antiserum wurde die Membran für 3x 10 min in TST-Puffer gewaschen und dann 
für 1 h bei RT mit dem Sekundärantikörper inkubiert (Tab. 3). Als Sekundärantikörper 
dienten Alkalische Phosphatase- (AP-) bzw. ‘Horse Radish’ Peroxidase- (HRP-) 
gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen IgG-, Ziege-anti-Maus IgG- oder Kaninchen-anti-
Maus IgG-Antikörper meist in einer Verdünnung von 1:25000. Für den Nachweis mit 
Alkalischer Phosphatase wurde die Membran anschließend für 2x 10 min in TST-Puffer 
und einmal für 10 min in Substratpuffer gewaschen. Der Nachweis der gebundenen 
Antikörper erfolgte in 10 ml NBT-BCIP-haltiger Färbelösung unter Bildung eines 
tiefblauen, unlöslichen Niederschlages, dem 5,5’-Dibrom-4,4’-Dichlor-Indigo 
[McGadey, 1970; Blake et al., 1984]. Der Nachweis mit ‘Horse Radish’ Peroxidase 
erfolgte durch Erzeugung von Chemilumineszenz mit Hilfe des ECL Western Blotting 
Detektionssystems (Amersham, Braunschweig) in Anlehnung an Roswell und White 
[1978]. Hierzu wurden gleiche Volumina der Detektionsreagentien 1 und 2 gemischt 
und direkt auf die Proteinseite der Membran gegeben (0,125 ml des Gemisches / cm2 
Membran), so daß die Flüssigkeit durch die Oberflächenspannung der Membran 
zurückgehalten wurde. Nach einer Inkubation für 1 min bei RT wurde die Flüssigkeit 
abgenommen und der noch feuchte Blot luftblasenfrei zwischen 2 Overheadfolien 
gelegt. Die Exposition erfolgte auf einem ECL Hyperfilm bzw. Hyperfilm MP 
(Amersham, Braunschweig) für 10 s bis 1 h bei RT in der Dunkelkammer unter 
Rotlicht. Ferner fand das ‘ECL Plus Western Blotting’-System (Amersham, 
Braunschweig) Verwendung. Hierbei entsteht durch enzymatische Reaktionen Licht mit 
höherer Intensität und länger andauernder Emissionszeit. Mit diesem System konnte 
eine 10–20fache Steigerung der Sensitivität gegenüber dem herkömmlichen ECL-
System erzielt werden [Akhavan-Tafti et al., 1994]. Die Detektionsreagentien A und B 
wurden im Verhältnis 40:1 in TST-Puffer verdünnt, auf die Proteinseite der Membran 
aufgebracht, nach 5 min Inkubationszeit entfernt und - wie oben beschrieben - 
exponiert. 
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Für Bindungsassays wurden geblottete Membranen mit denaturierten bzw. renaturierten 
Proteinen nach dem Blocken zunächst für 2 h mit den in Tab. 3 aufgeführten Liganden       
α-Latrotoxin, PF1022A-Biotin oder BAY44-4400 inkubiert. Die Detektion erfolgte bei     
α-LTX (20 nM) über einen polyklonalen Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Primär- (1:5000) 
und Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-Sekundärantikörper (1:25000), bzw. Biotin-Protein 
A (1:100) und Streptavidin-HRP (1:3000); die Bindung an PF1022A-Biotin (100, 500 
und 1000 µg/ml) wurde ebenfalls über Streptavidin-HRP (1:3000), die an BAY44-4400 
(20 µg/ml) mit Hilfe eines Kaninchen-anti-KLH-PF1022A-Immunserums (1:1000) und 
einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-Sekundärantikörpers (1:25000) nachgewiesen. 

 

 
Ligand Endkonzentration Firma 

Biotinyliertes PF1022A (JES-3311) 0,5, 1, 10, 100, 500, 1000 µg/ml BAYER AG, Leverkusen 

BAY44-4400 20 µg/ml BAYER AG, Leverkusen 

α-Latrotoxin 20 nM RBI, Natick;  
Sigma, Deisenhofen 

 

 
Erstantikörper Endkonzentration Firma 

Maus-anti-His IgG, monoklonal 0,1 µg/ml 
Invitrogen, Leek, NL; 

Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim 

Maus-anti-Myc IgG, monoklonal 0,3 µg/ml Invitrogen, Leek, NL 

Maus-anti-c-Myc 9E10-SC-40 IgG, 
monoklonal 

0,5 µg/ml Santa Cruz Biotechnology, CA, U.S.A. 

Kaninchen-anti-c-Myc IgG (A-14), 
polyklonal 

0,5 µg/ml Santa Cruz Biotechnology, CA, U.S.A. 

Maus-anti-GFP IgG, monoklonal 0,4 µg/ml Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim 

Biotin-Protein A 1:100 Sigma, Deisenhofen; Calbiochem-
Novabiochem, La Jolla, CA, U.S.A. 

Kaninchen-Immunserum-anti-KLH-
PF1022A SJB2140 D94348, polyklonal 

1:1000 BAYER AG, Leverkusen 

Kaninchen-Prä- und Immunserum-anti-
HC110-R N-Term. und C-Term.,  

gegen E. coli präabsorbiert, polyklonal 

1:100; 1:500;  

1:1000; 1:10000 

BioGenes, Gesellschaft für 
Biopolymere mbH, Berlin; 

Max Planck Institut, Immunbiologie, 
Labor Dr. Müller, Freiburg 

Kaninchen-anti-α-Latrotoxin IgG, 
polyklonal 1:5000 Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, 

CA, U.S.A. 
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Zweitantikörper Endkonzentration Firma 

Ziege-anti-Kaninchen IgG-Alkalische 

Phosphatase (AP), polyklonal 1:10000 

Roche Molecular Biochemicals, 
Mannheim; 

Sigma, Deisenhofen 

Ziege-anti-Kaninchen IgG-Horseradish-

Peroxidase (HRP), polyklonal 
1:25000 

Santa Cruz Biotechnology; CA, U.S.A. 

Kaninchen-anti-Maus IgG-Alkalische 

Phosphatase (AP), monoklonal 
1:20000 – 1:30000 

JacksonImmuno Research 

Laboratories, West Grove, U.S.A. 

Kaninchen-anti-Maus IgG-Horseradish-

Peroxidase (HRP), monoklonal 
1:25000 Dianova, Hamburg 

Ziege-anti-Maus IgG-Horseradish-

Peroxidase (HRP), polyklonal 
1:25000 

JacksonImmuno Research 

Laboratories, West Grove, U.S.A. 

Streptavidin-Alkalische Phosphatase (AP) 
1:3000 – 1:5000 Sigma, Deisenhofen 

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase 

(HRP) 
1:3000 – 1:5000 Amersham, Braunschweig 

Tab. 3: Für die Immundetektion eingesetzte Liganden, Primär- und Sekundärantikörper.  
Die Liganden und Antikörper wurden mit 1x TST-Puffer (mit 0,05 % Tween-20 und 0,1 % Natriumazid) 
auf die angegebene Endkonzentration eingestellt. 

2.6.12 Induzierbare Protein-Expression in E. coli  

Zur Herstellung von polyklonalen Antikörpern gegen das HC110-R-Protein 
wurden drei HC110-R-Fragmente - die komplette HC110-R-cDNA, das N-terminale 
Ende ohne TM-Domänen und das C-terminale Ende nach der 7. TM-Domäne - in den 
Expressionsvektor pRSET B (Invitrogen, Leek, NL) kloniert und so N-terminal mit 
einem 6xHis-Tag unter Berücksichtigung des Leserasters fusioniert. 

Der komplette kodierende Bereich von HC110-R (AS 1-986) wurde mit dem 
P84_ATGBamHI 5‘-Primer 5‘-CTG CCG GAT CCT CGG TTT AAT ACC AAC ATG 
AGG-3‘ und dem P3121_TGAHindIII 3‘-Primer 5‘-GCA CTA AGC TTG ACT GAA 
GCG CAC AAC CTC G-3‘, der N-Terminus bis zur 1. TM-Domäne (AS 1-445) wurde 
mit den Primern P84_ATGBamHI 5‘-Primer (s. o.) und dem P1434_TGAHindIII        
3‘-Primer 5‘-GGC TCA AGC TTA TCA GAG AAC AAG CGA CAC GGC-3‘, und der 
C-Terminus beginnend nach der 7. TM-Domäne (AS 797-986) wurde mit dem 
P2486_ATGBamHI 5‘-Primer 5‘-CTA TCG GAT CCC AAC ATG GCT GGC TCC 
CGT GAT ACC TCT AGG-3‘ und dem P3121_TGAHindIII 3‘-Primer (s. o.)          
(Kap. 2.5.8.1) amplifiziert. Die Annealing-Temperatur betrug zunächst über 5 Zyklen  
56 °C und dann über 30 Zyklen 62 °C (Kap. 2.5.8.3). Die PCR-Produkte wurden mit 
den Enzymen BamHI und HindIII verdaut und gerichtet in den ebenfalls BamHI/HindIII 
linearisierten pRSET B-Expressionsvektor ligiert. 

In dem pRSET B-Vektor wird die Expression über einen viralen Promotor des 
Bakteriophagen T7 kontrolliert. Die Klonierung erfolgte deshalb in dem E. coli Stamm 
XL1-Blue, der kein Gen der T7 RNA Polymerase enthält. Das rekombinante Plasmid 
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wurde danach in T7 Polymerase exprimierenden BL21(De3)pLysS E. coli-Zellen 
transformiert, die zusätzlich das Plasmid pACYC184 enthalten, das über eine 
Chloramphenicolresistenz stabilisiert wird, und in geringen Mengen das T7-Lysozym, 
einen natürlichen Inhibitor der T7 RNA-Polymerase, exprimieren. Da diese Zellen unter 
der Kontrolle des lacUV5 Promotors stehen, erfolgt bei IPTG-Induktion die Expression 
der T7 RNA Polymerase und damit auch die des Fusionsproteins. 

Eine Einzelkolonie mit dem gewünschten HC110-R-Plasmid wurde von einer frischen   
LB-Platte mit 50 µg/ml Ampicillin und 35 µg/ml Chloramphenicol in 50 ml LB-
Medium unter gleichem Selektionsdruck überimpft und über Nacht bei 37 °C und 280 
rpm bis zur stationären Phase geschüttelt. Diese Über-Nacht-Kultur wurde anschließend 
auf OD600 = 0,3 verdünnt und 100 ml der Kultur bei 37 °C und 280 rpm bis zu einer           
OD600 = 0,6 weitergeschüttelt. 1 OD600 -Einheit wurde abgenommen, die nicht-
induzierten Zellen kurz abzentrifugiert und in 150 µl 8 M-Harnstoff-Lysispuffer        
(pH 8,0) oder 150 µl PBS- und 50 µl 4xRotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) 
aufgenommen. Die nicht-induzierte Probe wurde für 2 min denaturiert, die genomische 
DNA durch kurze Ultraschallimpulse von wenigen Sekunden im Sonifier B-12 (Branson 
Sonic Power Company, Danbury, U.S.A.) geschert und unlösliche Partikel durch eine 
3minütige Zentrifugation bei 14000 rpm pelletiert.  

Die Expression des Fusionsproteins wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und 
die 100 ml Kultur für weitere 3-4 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
induzierten Zellen für 15 min bei 5000 rpm und 4 °C (Heraeus-Untertischzentrifuge) 
abzentrifugiert, das Pellet in PBS- gewaschen und anschließend in 8 ml 8 M-Harnstoff-
Lysispuffer (pH 8,0) oder unter nativen Bedingungen in PBS- (pH 8,0) resuspendiert. 
Der Aufschluß der Zellen erfolgte durch 3maliges Eintauchen der Zellen in flüssigen 
Stickstoff und anschließendes Auftauen bei 37 °C. Nach der ersten Stickstoff-
behandlung wurden 0,75 mg/ml Lysozym zugesetzt. Nach der letzten Inkubation in 
flüssigem Stickstoff erfolgte eine Inkubation für 20 min bei 16 °C, gefolgt von einigen 
kurzen Ultraschallimpulsen zu je 10 s und einer Abkühlung im Eiswasserbad, bis die 
Lösung eine wasserähnliche Viskosität aufwies. Nach einer Zentrifugation für 10 min 
bei 13000 rpm und 4 °C (Beckman J2-21; JS 13.1-Rotor) wurden 150 µl einer 
induzierten Probe entnommen, mit 50 µl 4xRotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) versetzt 
und die Induktion des jeweiligen HC110-R-Proteinfragmentes zusammen mit der nicht-
induzierten Probe durch SDS-PAGE mit anschließender Coomassiefärbung bzw. 
Western Blot-Analyse mit einem Maus-anti-His-Antikörper überprüft (Tab. 3). Der 
Überstand wurde für die weitere Aufreinigung mittels Affinitätschromatographie (Kap. 
2.6.13) in ein frisches Gefäß überführt und bei - 20 °C gelagert. 
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2.6.13 Proteinaufreinigung durch Metall-Affinitätschromatographie 

Die Anreicherung erfolgte unter denaturierenden oder wahlweise unter nativen 
Bedingungen über das N-terminale 6xHis-Tag mit Hilfe des IMAC-Systems 
(‘Immobilized Metal Affinity Chromatography’) über TALONspin-Säulen von Clontech 
(Palo Alto, U.S.A.). Das Harz der Säule wurde zunächst separat mit 5 Vol.                      
8 M-Harnstoff-Lysispuffer (pH 8,0) oder PBS- (pH 8,0) äquilibriert, für 4 min bei    
3000 rpm und 4 °C sedimentiert und zusammen mit dem HC110-R-Proteinüberstand für 
20 min bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation 
wurde das Harz 3x mit dem 10fachen Vol. 8 M-Harnstoff-Lysispuffer oder PBS- für     
10 min bei RT unter leichtem Schütteln gewaschen und abzentrifugiert. Nach dem 
letzten Waschschritt wurde das Pellet in 1 ml 8 M Harnstoff-Lysispuffer oder PBS- 
aufgenommen und damit die Säule beladen; diese wurde im folgenden noch 2x mit dem 
3fachen Vol. 8 M-Harnstoff-Lysispuffer oder PBS- gewaschen, bevor die Elution mit 
Imidazolhaltigem (100 mM) 8 M Harnstoff-Lysispuffer (pH 8,0) oder PBS- (pH 8,0) in 
mehreren Fraktionen zu je 150 µl erfolgte. Der Gehalt von Fusionsprotein in den 
Fraktionen wurde durch Gelanalyse und Proteinbestimmung nach Bradford [1976] 
ermittelt (Kap. 2.6.6). Die beiden aufgereinigten Proteine wurden über Centricon-
Röhrchen (Millipore Corp., Bedford, MA, U.S.A.) bzw. Slide-A-Lyzer Dialyserahmen 
(Pierce, Rockford, IL, U.S.A.), die jeweils Moleküle oberhalb von 10 kDa 
zurückhielten, nach Angaben des Herstellers entsalzt, lyophilisiert und in einer PBS--
Lösung aufgenommen. 

2.6.14 Immunisierung 

Immundominante Domänen des HC110-R wurden mit dem PC/Gene-Programm 
(Version 6.7) „ANTIGEN“ (IntelliGenetics, Mountain View, CA, U.S.A.) nach der 
Methode von Hopp und Woods [1981] bestimmt. Peptide, bestehend aus insgesamt            
13 Aminosäuren eines ausgewählten immundominanten Bereichs des deduzierten 
HC110-R-Proteins, wurden von der Firma Biotech GmbH (Denzlingen) synthetisiert 
und über Tri-Lysine an eine Polystyrol-Polyoxyethylen-Matrix (TentaGel  4 MAP) 
gekoppelt [Butz et al., 1994]. Je 1 mg des TentaGel -gekoppelten HC110-R-Peptides 
wurde in 2 ml PBS- resuspendiert, bei - 80 °C eingefroren und nach dem Auftauen mit  
2 ml FCA versetzt. Die Immunisierung von 2 Kaninchen mit den so gekoppelten 
Peptiden wurde von Herrn Dr. Horst Mossmann (Max-Planck-Institut für 
Immunbiologie, Freiburg) durchgeführt. Ferner wurden dort, wie bei der Firma 
BioGenes (Gesellschaft für Biopolymere mbH, Berlin) je 2 Kaninchen nach der ersten 
Blutentnahme und Gewinnung des Präimmunserums zunächst 50 µg des C-terminalen 
21 kDa großen HC110-R-Proteins sowie des 54 kDa großen N-terminalen HC110-R-
Proteins in einer zu gleichen Teilen aus PBS- und FCA bestehenden Suspension 
subkutan injiziert. Zwei weitere Immunisierungen mit je 100 µg Antigen erfolgten         
4 und 8-11 Wochen nach der ersten Immunisierung.  



Material und Methoden 41 

Eine erste Blutentnahme wurde 4-6 Wochen, eine zweite Blutentnahme und 
Serumgewinnung 8-10 Wochen nach der ersten Immunisierung durchgeführt. 

2.6.15 Aufreinigung des Antiserums durch Filteradsorption 

Die Aufreinigung des jeweiligen Antiserums gegen kreuzreagierende E. coli-
Proteine erfolgte durch Filteradsorption. Dazu wurden nicht induzierte                        
E. coli-Rohextrakte (je 30 µg/Spur) (Kap. 2.6.12) über ein 12,5 %iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und geblottet. Im Anschluß an eine Ponceau S-Färbung 
wurde die Spur ausgeschnitten, in H2O entfärbt und der Membranstreifen in TST-Puffer 
mit 1 % BSA für 1 h geblockt. Das 1:20 in TST-Puffer verdünnte Serum wurde 2x für je 
2 h mit einem Membranstreifen inkubiert. Die doppelt aufgereinigten Antiseren wurden 
mit 0,1 % Natriumazid versetzt und bei 4 °C aufbewahrt. 

2.6.16 Aminosäuresequenz-Analyse 

Zur Überprüfung der deduzierten Aminosäure-Sequenz HC110-R wurde der in       
E. coli induzierte, aufgereinigte und entsalzte C-Terminus von HC110-R eingesetzt. 

Wegen des N-terminalen 6xHis-Tags wurde eine C-terminale Protein-Ansequenzierung 
von 1 nmol des 21 kDa C-terminalen HC110-R-Proteins nach dem schrittweisen 
Schlack-Kumpf-Abbau [Schlack und Kumpf; 1926] in einer Modifikation von Boyd et 
al. [1992] von der Firma TopLab (Martinsried) durchgeführt. Die Sequenzierung der 
abgespaltenen Aminosäuren erfolgte in einem Aminosäuresequenzierer PROCISE 492 
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt) und wurde mit dem PROCISE C ‘Reversed 
phase’ HPLC-System, bestehend aus einem ABI 140C Mikrogradienten-System und 
einem ABI 785A UV/VIS Detektor, analysiert und mit der PROCISE C 
Kontrollsoftware sowie der ABI Data Analysis Software identifiziert. 

Weitere 25 pmol des C-terminalen HC110-R-Proteinfragmentes wurden durch 2 % 
Trypsin (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) bei 37 °C über Nacht intern 
gespalten. Insgesamt wurden vier Peptidfragmente durch einen Vergleich des HC110-R-
Standardchromatogrammes nach dem Trypsin-Verdau mit dem Chromatogramm des 
Trypsin-Blankverdaus ausgewählt, um die Sequenzierung von tryptischen 
Autolyseprodukten auszuschließen. Diese vier Peptidfragmente wurden einer               
N-terminalen Protein-Ansequenzierung nach dem Verfahren des schrittweisen Edman-
Abbaues in einer Modifikation nach Hunkapiller et al. [1983] durch die Firma TopLab 
(Martinsried) unterzogen. Die gespaltenen Peptidfragmente wurden mittels HPLC 
aufgetrennt und fraktioniert. Die auf Immobilon geblottete Peptidfraktion wurde in die 
Reaktionskammer des Aminosäuresequenzierers PROCISE 492 (PE Applied 
Biosystems, Weiterstadt) eingebracht und die Aminosäuren in einem 140 C-PTH-
Analyser und UV-Detektor 785 A (Applied Biosystems, Weiterstadt) abgetrennt. Die 
Aminosäuren wurden quantitativ durch ‘Reversed Phase’ HPLC erfaßt und über 
Retentionszeitvergleich mit einem vor der Sequenzanalyse erstellten Standard-
chromatogramm identifiziert. 
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2.6.17 Liganden-Präzipitation mit Streptavidin-Beads 

Doppelt-Ansätze zu je 2 mg und 4 mg Dynal M-280-Streptavidin-Beads 
(Deutsche Dynal GmbH, Hamburg) wurden 2x für 5 min mit PBS- gewaschen und der 
Überstand nach Einbringen der Beads für 3 min in einen Dynal MPC-E1 Magneten 
(Deutsche Dynal GmbH, Hamburg) abgehoben. Anschließend wurden die Streptavidin-
Beads mit je 500 µg PF1022A-Biotin in einem Gesamtvolumen von 1 ml TST-Puffer 
für 30 min bei RT unter gleichmäßigem Durchmischen inkubiert. Ein Kontrollansatz 
wurde nur in TST-Puffer inkubiert. Nach Abheben des Überstandes und                            
3 Waschschritten zu je 5 min mit TST-Puffer und 0,1 % BSA wurden pro Ansatz ein 
Gemisch aus 40 µg des in E.coli exprimierten und nach nativem Protokoll über 
Affinitätschromatographie gereinigten HC110-R N-Terminus und 60 µg des                 
C-Terminus (Kap. 2.6.12) in 500 µl PBS- zugesetzt und für 1 h bei 4 °C auf einem 
Schüttler inkubiert. Nach 3 weiteren Waschschritten zu je 5 min mit TST-Puffer und 0,1 
% BSA wurden die Beads in 1x RotiLoad-Puffer (Roth, Karlsruhe) aufgenommen, für 2 
min aufgekocht und der noch warme Überstand in ein frisches Eppendorfgefäß 
überführt, um ein Reannealing der biotinylierten Fragmente an die Dynal M-280-
Streptavidin-Beads zu verhindern. Jeweils die halben Reaktionsansätze sowie ein 
Aliquot des HC110-R-Gemisches aus N- (20 µg) und C-Terminus (30 µg) vor der 
magnetischen Separation wurden in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt 
und geblottet. Die Detektion der Proteine erfolgte - wie in Kap. 2.6.11 beschrieben - mit 
einem monoklonalen Maus-anti-His IgG-Primär- (0,1 µg/ml; Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim) und einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-
Sekundärantikörper (1:25000; Dianova, Hamburg). 

2.7 Zellkultur 

2.7.1 Immortalisierte Zellinien 

Die folgenden in Tab. 4 aufgeführten Zellkulturlinien wurden über die Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig) bzw. über 
die Amerikanische Zellkultur Sammlung (ATCC; Manassas, VA, U.S.A) bezogen 
[Drexler et al., 1995]: 

Zellinie Registrier-Nr. Organismus Gewebe Zelltyp 

CHO-K1 ATCC: CCL-61 
DSM: ACC-110 

Chinesischer Hamser 
(Cricetulus griseus), 

Ovar Epithelzelle 

HeLa ATCC: CCL-2 Mensch Cervix-Karzinom Epithelzelle 
HepG2 ATCC: HB-8065 

DSM: ACC-180 
Mensch Leber-Karzinom Epithelzelle 

COS-7 ATCC: CRL-1651 
DSM: ACC-60 

Affe (Cercopithecus 
aethiops) 

Niere Fibroblast 

HEK-293 ATCC: CRL-1573 Mensch, embryonal Niere Epithelzelle 

Tab. 4: Verwendete immortalisierte Säugerzellinien.  
Mitaufgeführt sind die Registrier-Nummer des ATCC bzw. DSM, der Organismus, das Gewebe und der 
Zelltyp. 
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2.7.2 Kultivierung von Säugerzellinien 

Die Kultivierung der adhärenten Zellinien CHO-K1, HeLa, COS-7, HEK-293 
und HepG2 erfolgte Gewebekulturschalen (∅  110 mm; Greiner, Solingen) in einem 
Volumen von 10 ml Medium bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Zur 
Aufrechterhaltung der Zellkultur wurden CHO-K1-Zellen in vorgewärmtem Ham’s      
F-12 Medium, HeLa-, HepG2- und COS-7-Zellen in RPMI 1640-Medium und HEK-
293-Zellen in DMEM-Medium jeweils mit 10 % FCS, 50 U/ml Penicillin sowie          
50 µg/ml Streptomycin kultiviert. Zur Subkultivierung der CHO-K1- und COS-7-Zellen 
wurden diese für 1-2 h bei 4 °C gelagert und anschließend mechanisch mit einem 
Zellschaber von der Kulturschale abgelöst. HeLa- und HEK-293-Zellen ließen sich 
direkt mit einem Strahl aus einer Glaspipette vom Boden der Kulturschale ablösen. Für 
die Subkultivierung der HeLa- und HepG2-Zellen wurden diese für 5 min bei RT in 
HBSS-Medium gewaschen, um das FCS zu inaktivieren, und anschließend für 15 min 
mit einer Trypsin-EDTA-Lösung (Sigma, Deisenhofen) in HBSS-Medium bei 37 °C 
inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen und FCS-haltiges Medium zugegeben. 
Abtrypsinierte HepG2-Zellen wurden mit einer sterilen 10 ml-Einwegspritze (Becton 
Dickinson) und einer Injektionskanüle (20 G; Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen) 
vereinzelt. Zur Einstellung der Zellzahl wurden die Zellen für 10 min bei 4 °C mit    
1200 rpm in einer Beckman CPKR-Zentrifuge pelletiert und in wenig Medium 
aufgenommen. Ein 100 µl Aliquot wurde mit 100 µl Trypanblau (0,4 % in PBS-) 
vermischt und in einer Neubauerzählkammer die Anzahl lebender Zellen ermittelt. Auf 
eine große Gewebekulturschale (∅  110 mm) wurden ca. 2,5 x 106 Zellen, auf eine 
mittlere Gewebekulturschale (∅  55 mm) ca. 0,5-1 x 106 Zellen und auf eine kleine 
Gewebekulturschale (∅  35 mm) ca. 2,5 x 105 Zellen ausgebracht und bei 37 °C, 5 % 
CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit weiterkultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage 
erneuert und die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90 % passagiert. 

2.7.3 Kryokonservierung von Zellen 

Zur Kryokonservierung wurden nur Zellen verwendet, die sich in der 
exponentiellen Wachstumsphase befanden. Die Zellen wurden wie in Kap. 2.7.2 
beschrieben abgelöst und ihre Zellzahl ermittelt. Nach der Pelletierung der Zellen bei    
4 °C und 1200 rpm für 15 min in einer Beckman CPKR-Zentrifuge wurden diese mit    
70 % Medium, 20 % FCS und 10 % DMSO auf eine Zellzahl von 1-6 x 106 Zellen/ml 
eingestellt und in 1,8 ml Kryogefäße (Nunc, Wiesbaden) aliquotiert. Diese wurden in 
einem bei 4 °C vorgekühlten Stratacooler (Stratagene, Heidelberg) über Nacht langsam 
auf - 80 °C heruntergekühlt und 24 h später in flüssigen Stickstoff (- 196 °C) überführt. 
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2.7.4 Auftauen von Zellen 

Ein Kryoröhrchen mit eingefrorenen Zellen wurde direkt in einem Wasserbad 
mit 37 °C aufgetaut, die Zellen in ein Zentrifugenröhrchen mit 10 ml vorgewärmtem 
Medium überführt und für 10 min bei 1200 rpm und 4 °C in einer Beckman CPKR-
Zentrifuge pelletiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml frischem Kulturmedium mit         
10-20 % FCS aufgenommen und auf einer großen Gewebekulturschale (∅  110 mm) 
ausgebracht. Alternativ wurden die Zellen - insbesondere die gegen Scherkräfte 
empfindlichen HEK-293-Zellen - direkt auf eine Gewebekulturschale ausgebracht und 
das DMSO-haltige Medium nach 4 h abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. 
Nach 24 h wurde die Kultur mit einem Inversmikroskop (Zeiss, Oberkochen) 
begutachtet, subkultiviert oder mit frischem Medium versetzt. 

2.7.5 Präparation von bovinen chromaffinen Nebennierenmarkszellen 

Primär-Kulturen von dissozierten chromaffinen Zellen wurden aus Rinder-
Nebennieren mithilfe einer Collagenase-haltigen Lösung nach der Methode von Marxen 
et al. [1989] in der Abteilung Neurotoxikologie von Herrn Prof. Dr. H. Wiegand im 
Medizinischen Institut für Umwelthygiene an der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf präpariert. 2 x 106 akut dissoziierte chromaffine Zellen wurden auf 
collagenbeschichteten Deckgläschen (∅  42 mm) in mittleren Gewebekulturschalen     
(∅  55 mm) mit 5 ml DMEM-Medium und 10 % FCS sowie 100 U/ml Penicillin und 
Streptomycin über maximal 3 Tage bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. 

2.7.6 Mykoplasmen-Test 

Zur Überprüfung der einzelnen Zellinien auf eine Kontamination mit 
Mykoplasmen wurden in einem sterilen 10 ml Gefäß (Greiner, Solingen) 0,5-1 x 106 
Zellen in 1 ml 10 % FCS-haltigem Kulturmedium mit 5 ml L-Arginin-haltigem 
Medium, und weitere 0,5-1 x 106 Zellen in 1 ml 10 % FCS-haltigem Kulturmedium mit 
5 ml D-Glucose-haltigem Medium versetzt. Zur Kontrolle wurden je 1 ml 10 % FCS-
haltiges Kulturmedium ohne Zellen mit 5 ml L-Arginin- bzw. D-Glucose-haltigem 
Medium angesetzt. Die Ansätze wurden für 1-2 Wochen in einen 37 °C Inkubator 
gestellt und täglich auf eine Veränderung des Mediums überprüft. Mykoplasmen-
kontaminierte Kulturen bewirken in Arginin-haltigem Medium einen Farbumschlag von 
gelb-orange nach rot oder aber in Glucose-haltigem Medium von rot nach gelb. 
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2.8 Heterologe Expression rekombinanter Proteine in Säugerzellen 

2.8.1 Transiente und stabile Transfektion 

Um Fremd-DNA in Säugerzellen einzubringen, wurde das nicht-liposomale, 
polykationische Transfektionsreagenz FuGENE 6 von Roche Molecular Biochemicals 
(Mannheim) eingesetzt [Kurachi et al., 1998]. Dazu wurden ca. 0,5-1,5 x 105 Zellen in    
2 ml Medium auf kleine Gewebekulturschalen (∅  35 mm) ausgebracht, in die für die 
spätere konfokale Laserscanning-Mikroskopie (Kap. 2.10.2) ein steriles, 1 % 
gelatinebeschichtetes Deckgläschen gelegt wurde. Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % 
CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit über Nacht kultiviert. Vor der transienten Transfektion 
wurde noch einmal das Medium gewechselt. Für die Transfektion wurden pro 
Reaktionsansatz 3 µl FuGENE 6 (Roche Molecular Biochemicals) in 97 µl serumfreiem 
Medium verdünnt und für 5 min bei RT inkubiert. Tropfenweise wurden je 100 µl des 
verdünnten FuGENE 6 pro Ansatz zu 1-2 µg Plasmid-DNA (0,5-1 µg/µl) pipettiert, 
vorsichtig gemischt und für weitere 15 min bei RT inkubiert. Danach wurde der 
komplette Reaktionsansatz tropfenweise zu den Zellen gegeben und durch leichtes 
Schwenken der Schale die Transfektionsmischung gleichmäßig verteilt. Die Zellen 
wurden ohne Mediumwechsel für 1-2 Tage weiterkultiviert. Bei jeder Transfektion 
wurden stets folgende 3 Negativkontrollen durchgeführt: Eine kleine 
Gewebekulturschale (∅  35 mm) mit 0,5-1,5 x 105 Zellen wurde nicht transfiziert, einer 
zweiten Schale wurde zwar DNA, aber kein FuGENE 6 im Transfektionsansatz 
zugesetzt und einer dritten Schale wurde FuGENE 6, aber keine DNA zugefügt. 

Lediglich bei den HeLa-Zellen erwies sich eine Transfektion mit dem kationischen 
liposomalen Transfektionsreagenz TransFast (Promega, Heidelberg) als besser geeignet. 
Hierzu wurden 1-3 µg DNA in 1 ml Medium ohne FCS verdünnt, 1-6 µl TransFast-
Reagenz im Verhältnis 1:1 oder 1:2 (DNA:TransFast) zugefügt und durchmischt. Nach 
15minütiger Inkubation bei RT wurde der Reaktionsansatz tropfenweise auf die zu 
transfizierenden Zellen gegeben, deren FCS-haltiges Medium zuvor entfernt worden 
war. Nach einer Inkubation für 1 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit wurde 
1 ml FCS-haltiges Medium zugegeben und die Zellen für weitere 48 h weiterkultiviert. 

Für eine stabile Transfektion wurden spezielle Expressionsvektoren mit einem 
Resistenzgen als Selektionsmarker (Kap. 2.8.3) gewählt, so daß bei Zugabe von 
Antibiotika, wie bspw. Zeocin, Geneticin (G418), Hygromycin, Tetrazyklin oder 
Doxyzyklin, 48–72 h nach der transienten Transfektion und bei jedem folgenden 
Mediumwechsel nur erfolgreich transfizierte Zellen, die das Resistenzgenprodukt 
dauerhaft exprimieren, überleben. Die optimale Konzentration des zur Selektion 
zugegebenen Antibiotikums wurde zuvor durch Anlegen einer Verdünnungsreihe für die 
jeweilige Zellinie ermittelt. 
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2.8.2 Transiente Expression von GFP-markierten Fusionsproteinen 

Die Vektoren pEGFP-C1 (AC: U55763) und pEGFP-N3 (AC: U55762) 
(Clontech, Palo Alto, CA, U.S.A.) exprimieren das grün fluoreszierende Protein EGFP 
unter der Kontrolle des starken konstitutiven CMV-Promotors, ohne dazu exogene 
Substrate oder Kofaktoren zu benötigen, und können N- oder C-terminal mit anderen 
Proteinen fusioniert werden ohne das Fluoreszenzverhalten wesentlich zu verändern 
[Chalfie et al., 1994]. EGFP stellt eine genetische Variante des Wildtyp-GFP aus der 
pazifischen Qualle Aequorea victoria dar. Durch Austausch der Aminosäure Ser65 durch 
Thr verschob sich das Anregungsmaximum von 395 nm auf 490 nm und erhöhte sich 
die Intensität des EGFP-Fluoreszenzsignals [Yang et al., 1996b]. 

Die Amplifizierung der HC110-R-cDNA erfolgte mit dem P83EGFP_ATGHindIII-5‘-
Primer 5‘-GGT AGA AGC TTT TCG GTT TAA TAC CAA CAT GAG G-3‘ und dem 
P3057EGFP_o.TGASalI-3‘-Primer 5‘-CTG TGT CGA CAA CAT TTC GCC AAT 
AGT TAG G-3‘ bei einer Annealing-Temperatur von zunächst 56 °C und später 61 °C 
(Tab. 1 in Kap. 2.5.8.1). Das PCR-Produkt sowie die beiden EGFP-Vektoren wurden 
mit den Enzymen HindIII und SalI geschnitten und das Insert unter Erzeugung eines 
offenen Leserasters gerichtet in den jeweiligen Vektor ligiert (Kap.2.5.6) und 
transformiert (Kap. 2.5.7).  

Das entstehende 137 kDa große Fusionsprotein mit dem N-terminalem EGFP-Tag 
wurde GFP-HC110-R, das mit dem C-terminalem EGFP-Tag HC110-R-GFP genannt. 
Ein β2-adrenerger Rezeptor aus der Maus (AC: P18762) [Nakada et al., 1989] wurde 
mit einem C-terminalem EGFP-Tag fusioniert, indem seine cDNA mit dem 
P117Mausβ2ARXhoI-5‘-Primer 5‘-TAC CTC GAG CTG CTA ACC TGC CAG CCA 
TG-3‘ und dem P1349Mausβ2AREcoRI-3‘-Primer 5‘-TGT AGA ATT CTT CCT TCC 
TTG GGA GTC AAC GCT-3‘ (Tab. 1 in Kap. 2.5.8.1) mit einer Annealing-Temperatur 
von 55/60 °C (Kap. 2.5.8.3) amplifiziert, mit den Restriktionsenzymen XhoI und EcoRI 
geschnitten und in den XhoI/EcoRI linearisierten pEGFP-N3 ligiert wurde. Ebenfalls in 
den XhoI/EcoRI geschnittenen pEGFP-N3-Vektor wurde die für einen humanen 
muscarinischen Rezeptors 1 (AC: Y00508) [Allard et al., 1987] kodierende cDNA 
ligiert, die zuvor mit dem P70HumM1RezXhoI-5‘-Primer 5‘-ATA TCT CGA GAG 
CCC CAC CTA GCC ACC ATG AAC A-3‘ und dem P1465HumM1RezEcoRI-3‘-
Primer 5‘-GAC GAA TTC CAT TGG CGG GAG GGA GTG CGG T-3‘ (Tab. 1 in 
Kap. 2.5.8.1) bei 55/60 °C (Kap. 2.5.8.3) amplifiziert wurde. Die resultierenden 
Fusionsproteine mit offenem Leseraster wurden β2-R-GFP (75 kDa) und M1-R-GFP    
(78 kDa) genannt. 

2.8.3 Stabile Expression von Myc/His-markierten Fusionsproteinen 

Der Vektor pMyc6xHis leitet sich von dem Vektor pSecTagA (Invitrogen, Leek, 
NL) ab, nachdem das Signalpeptid durch Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen 
NheI und SfiI, ‘blunting‘ der 5‘- bzw. 3‘-überhängenden Enden mit Sojabohnen-
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Nuclease nach Sambrook et al. [1989] und Religation des Vektors eliminiert wurde. Die 
codierende Region von HC110-R wurde mit Hilfe der PCR-Primer 
P83MycTag_ATGBamHI-5‘-Primer 5‘-ATA GGA TCC TTC GGT TTA ATA CCA 
ACA TGA GG-3‘ und P3058MycTag_o.TGAXbaI-3‘-Primer 5‘-CCT GTC TAG AAA 
CAT TTC GCC AAT AGT TAG G-3‘ (Tab. 1 in Kap.2.5.8.1) bei einer Annealing-
Temperatur von 56/60 °C (Kap. 2.5.8.3) amplifiziert, mit den Enzymen BamHI und 
XbaI geschnitten und in den gleichfalls BamHI/XbaI linearisierten pMyc6xHis-Vektor 
ligiert (Kap.2.5.6) und in E. coli DH5α-Zellen transformiert (Kap. 2.5.7). Im folgenden 
wurden HepG2- sowie COS-7-Zellen stabil mit dem 116 kDa großen HC110-R-
Myc/His-Konstrukt transfiziert und unter 0,4 mg/ml Zeocin für HepG2- bzw. 0,3 mg/ml 
Zeocin für COS-7-Zellen selektioniert (Kap. 2.8.1). 

Außerdem wurde die HC110-R-Myc/His-cDNA mit den Primern P83_ATGNotI-5´          
5´-ATA TTG CGG CCG CTT CGG TTT AAT ACC AAC ATG-3´ und 
pMycHis_TGABamHI-3´ 5´-CGC GGA TCC TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3´ 
(Tab. 1 in Kap. 2.5.8.1) bei einer Annealing-Temperatur von 56/60 °C (Kap. 2.5.8.3) 
amplifiziert, nachgeschnitten und in den gleichfalls BamHI und NotI restringierten 
bicistronischen Expressionsvektor pIRES1neo (AC: U89673; Clontech, Palo Alto, 
U.S.A.) ligiert. Der pIRES1neo Vektor enthält zusätzlich eine interne Ribosomen-
Bindestelle (IRES) des Enzephalomyocarditis-Virus (ECMV) vor dem Start-ATG des 
Neomycin-Resistenzgens [Rees et al., 1996].  

Auf diese Weise wurden zwei offene Leseraster, das des HC110-R und das des 
Antibiotika-Resistenzmarkers, von nur einer mRNA mit einem humanen 
Cytomegalovirus- (CMV-) Promotor translatiert [Jang et al., 1988; Jackson et al., 
1990]. Nach der Bestimmung der maximalen G418-Konzentration (Calbiochem-
Novabiochem, La Jolla, CA, U.S.A.) für die einzelnen, noch nicht-transfizierten 
Zellinien, erfolgte die Selektion durch 0,5 mg/ml G418 in HepG2- und 1 mg/ml G418 in 
COS-7- oder HEK-293-Zellen. 

2.9 Zelluläre Lokalisation von HC110-R 

2.9.1 Detektion von HC110-R-markierten Fusionsproteinen 

GFP und Fusionsproteine mit einem C- oder N-terminalen GFP-Tag (Kap. 2.8.2) 
können bereits 24 h nach der Transfektion in vivo unter dem Phasenkontrastmikroskop 
(Kap 2.10.1) betrachtet werden. Für Kolokalisationsexperimente (Kap. 2.9.3) und 
Schnittserien durch die Zelle mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops (Kap. 2.10.2) 
wurden die auf 1 % gelatinebeschichteten Deckgläschen ausgesäten und transfizierten 
Zellen 3x mit PBS- gewaschen, mit 3,7 % Paraformaldehyd in PBS- (pH 7,2) für 30 min 
bei 37 °C fixiert und in einer 1:1 Mixtur (v/v) aus Glyzerin und Vectashield (Serva, 
Heidelberg) sowie einer Endkonzentration von 2 % (w/v) DABCO (Merck, Darmstadt), 
auf einem Objektträger eingebettet. 
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Die das HC110-R-Myc/His-Fusionsprotein stabil exprimierenden COS-7-, HEK-293- 
und HepG2-Zellen wurden 3x mit PBS- gewaschen und für 30 min bei 37 °C mit 3,7 % 
Paraformaldehyd (pH 7,2), 0,2 % Triton X-100 und 0,02 % Glutardialdehyd in PBS- 
(pH 7,2) fixiert. Danach wurden freie Aldehydgruppen durch 2maliges Waschen für je 
10 min bei RT mit 0,1 % Natriumborhydrid in PBS- (pH 8,0) reduziert. Unspezifische 
Bindungen wurden für 1 h bei RT in einer Blocklösung (0,5 % BSA, 0,2 % Triton X-
100 in PBS-) auf einem Schüttler abgesättigt.  

Die Zellen wurden für 2 h mit 0,13 µg/ml eines monoklonalen Maus-anti-c-Myc 
Erstantikörpers (9E10-SC-40, Santa Cruz Biotechnology, CA, U.S.A.) und nach 
dreimaligem Waschen in Blocklösung, für 1 h in einer feuchten Kammer im Dunkeln 
mit 20 µg/ml eines monoklonalenen Ziege-anti-Maus IgG (H+L) F(ab‘)2 Fragment 
Konjugat-Alexa 488-Zweitantikörpers (Molecular Probes, Göttingen) inkubiert, noch 
weitere 3x mit PBS- gewaschen,- wie oben beschrieben - eingebettet und im konfokalen 
Lasermikroskop betrachtet. 

2.9.2 Detektion von HC110-R-GFP durch biotinyliertes PF1022A 

Transient das HC110-R-GFP exprimierende COS-7 und HEK-293-Zellen 
wurden 24 h und 48 h nach ihrer Transfektion auf ihre Fähigkeit untersucht, PF1022A 
zu binden. Hierzu wurden die auf 1 % Gelatine adhärierenden Zellen (Kap. 2.8.1) - wie 
zuvor beschrieben - gewaschen, fixiert, freie Aldehydgruppen mit 0,1 % 
Natriumborhydrid reduziert und für 2 h geblockt. Als Ligand diente biotinyliertes 
PF1022A (JES-3311; 20 mg/ml in DMSO; BAYER AG, Leverkusen) in 
Konzentrationen von 0,1; 1; 5; 10; 20; 50; 100; 250; 500; 750 und 1000 µg/ml in         
1x TST-Puffer mit 0,5 % BSA und 0,05 % Tween-20. Nach einer 2stündigen Inkubation 
bei RT, dreimaligem Waschen in Blockpuffer, wurden die Zellen für 1 h mit 
Streptavidin-Texas-Rot (1:100) (Amersham, Braunschweig), bzw. mit Streptavidin-
Phycoerythrin (1:50) (Amersham, Braunschweig) versetzt und - wie zuvor beschrieben - 
auf einem Objektträger eingebettet. Um auszuschließen, daß die Fixierung die 
Bindungsfähigkeit der Zellen beeinflußt, wurde das biotinylierte PF1022A direkt ins 
Medium gegeben. Nach einer Inkubation für 2 h bei  37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen 3x mit HBSS gewaschen, fixiert und eingebettet.   
Als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte sowie den Maus β2-adrenergen Rezeptor 
(β2-R-GFP) exprimierende COS-7- oder HEK-293-Zellen unter den gleichen 
Bedingungen mit und ohne biotinyliertes PF1022A inkubiert. Die Zellen wurden dann 
im konfokalen Lasermikroskop (Kap. 2.10.2) auf eine mögliche Kolokalisation von 
HC110-R und A hin untersucht. 
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2.9.3 Detektion des B0457-Proteins in Caenorhabditis elegans 

Wegen der hohen Sequenzidentität von HC110-R zu dem B0457-Protein aus         
C. elegans sollte überprüft werden, ob die gegen den N- bzw. C-Terminus von    
HC110-R gerichteten Kaninchen-Seren (BioGenes, Gesellschaft für Biopolymere mbH, 
Berlin) auch das B0457-Protein spezifisch detektieren. 
Embryonierte C. elegans Eier wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Olaf Bossinger, 
Institut für Genetik, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, auf polylysinbeschichtete 
Objektträger gebracht, mit einem Deckgläschen versehen, kurz mit H20 gespült und in 
flüssigem Stickstoff oder bei - 80 °C eingefroren. Die Deckgläschen wurden 
anschließend mit Hilfe einer Rasierklinge wieder entfernt. Für die Fixierung der 
Embryos wurden die Objektträger in die folgenden eiskalten Lösungsmittel (- 20 °C) 
getaucht: 10 min in Methanol, 20 min in Aceton, 10 min in 90 %iges Ethanol und        
10 min in 60 %iges Ethanol. Zuletzt wurden die Embryos für weitere 10 min in auf RT 
vorgewärmtem 30 %igen Ethanol inkubiert und insgesamt 3x für 10 min in 1x TBT-
Puffer mit 0,1 % Triton X-100 gewaschen. Die verschiedenen Kaninchen-
Präimmunseren und Antiseren gegen den N- und C-Terminus von HC110-R wurden 
1:500 in 1x TBT-Puffer, 1 % Instant Magermilchpulver (Reformhaus) und 1 % BSA 
verdünnt. Die Embryos auf ihren Objektträgern wurden mit 100 µl des Serums 
überschichtet, zusätzlich mit einem Deckgläschen versehen und für 2-3 h bei RT oder 
aber über Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 3 weiteren 
Waschschritten zu je 15 min in 1x TBT-Puffer wurden die Objektträger mit 100 µl eines 
Esel-anti-Kaninchen IgG-Cy3-Sekundärantikörpers (JacksonImmuno Research 
Laboratories, West Grove, U.S.A.) überschichtet, erneut mit einem Deckgläschen 
versehen und für 2-3 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Der 
Sekundärantikörper wurde zuvor 1:1 mit Glyzerin versetzt und schließlich 1:200 in     
1x TBT-Puffer mit 1 % Magermilchpulver und 1 % BSA verdünnt eingesetzt. Nach      
4 Waschschritten zu je 15 min in 1x TBT-Puffer wurden die Embryos in einem vor 
Ausbleichung schützenden Mowiol-haltigen Einbettmedium (Polyscience Inc., Niles, 
IL, U.S.A.) mit 1-2 % DABCO (Merck, Darmstadt) eingebettet und die Färbung im 
konfokalen Lasermikroskop (Kap. 2.10.2) überprüft. 

2.9.4 Anfärbung des Zellkerns 

Auf 1 % gelatinebeschichtete Deckgläschen ausgebrachte und mit diversen 
pEGFP-Konstrukten (Kap. 2.8.2) transient transfizierte Säugerzellen wurden 24 h und 
48 h nach der Transfektion 3x mit PBS- gewaschen und mit 3,7 % Paraformaldehyd in 
PBS- (pH 7,2) für 30 min bei 37 °C fixiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS- 
wurden die Zellen für 30 min bei RT mit einer 0,1 %igen Triton X-100-Lösung 
permeabilisiert und nach erneutem Waschen die RNA für 1 h mit 0,1 mg/ml RNase A in 
PBS- verdaut. Die Zellen wurden schließlich in einer 1:1-Mischung (v/v) aus Glyzerin 
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und Vectashield (Serva, Heidelberg), die eine Endkonzentration von 2 % (w/v) DABCO 
(Merck, Darmstadt) und 5 µg/ml Propidiumiodid enthielt, eingebettet. 

2.9.5 Anfärbung des endoplasmatischen Retikulums 

24 h und 48 h nach der Transfektion mit verschiedenen pEGFP-Konstrukten    
(Kap. 2.8.2) wurden die auf gelatinebeschichtete Deckgläschen ausgesäten Zellen 3x mit 
PBS- gewaschen und, wie in Kap. 2.9.1 beschrieben, fixiert und freie Aldehydgruppen 
reduziert. Unspezifische Bindungen wurden durch 30minütiges Blocken bei RT mit 0,5 
% BSA und 0,2 % Triton X-100 in PBS- auf einem Schüttler abgesättigt. Der 
monoklonale Maus-anti-KDEL 78kDa (Grp/Bip) IgG-Primärantikörper (StressGen 
Biotechnology Corp., Victoria, British Columbia, CA, U.S.A.) wurde 1:600 in 
Blocklösung verdünnt, und die Deckgläschen mit 70 µl des Antikörpers überschichtet. 
Inkubiert wurde für 1,5 h bei RT in einer feuchten Kammer. Nach 3maligem Waschen 
der Zellen für je 5 min in der Blocklösung, wurden die Zellen mit    2 µg/ml eines 
monoklonalen Ziege-anti-Maus IgG (H + L) F(ab‘)2 Fragment Konjugat-Alexa 568-
Sekundärantikörpers (Molecular Probes, Göttingen) für 1 h in einer feuchten Kammer 
im Dunklen inkubiert und anschließend in einer 1:1 Mixtur (v/v) aus Glyzerin und 
Vectashield (Serva, Heidelberg) sowie einer Endkonzentration von 2 % (w/v) DABCO 
(Merck, Darmstadt) auf einem Objektträger eingebettet. 

2.9.6 Anfärbung der Zellmembran 

Zur Kolokalisationsanalyse wurde die Plasmamembran von transient mit 
pEGFP-Konstrukten transfizierten Zellen (Kap. 2.8.2) nach einer 30minütigen Fixierung 
bei 37 °C mit 3,7 % Paraformaldehyd, 3x kurz mit PBS- gewaschen und für 15 min mit 
einer 1:50 in PBS- verdünnten ConA-Rhodamin-Lösung (Vector, Burlingame, CA, 
U.S.A.) angefärbt. Nach 3 weiteren kurzen Waschschritten wurden die Zellen - wie 
zuvor beschrieben - auf einen Objektträger aufgebracht. 

2.9.7 Anfärbung der Lysosomen 

Zellen, die auf 1 % gelatinebeschichtete Deckgläschen ausgebracht und transient 
mit diversen EGFP-Konstrukten transfiziert worden waren (Kap. 2.8.2), wurden nach 24 
h und 48 h mit 100 nM LysoTrackerTMRed DND-99 (Molecular Probes, Göttingen) in 
frischem, vorgewärmten Medium mit 10 % FCS für 2 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 3maligem kurzen Waschen mit PBS- wurden die Zellen 
mit 3,7 % Paraformaldehyd in PBS- (pH 7,2) für 30 min bei 37 °C fixiert und - wie oben 
beschrieben - auf einem Objektträger eingebettet. 
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2.9.8 Anfärbung der Mitochondrien 

Für Kolokalisationsexperimente mit EGFP-Fusionsproteinen (Kap. 2.8.2) 
wurden transient transfizierte Zellen auf gelatinebeschichteten Deckgläschen nach 24 h 
und 48 h mit 200 nM MitoTrackerTMRed CMX Ros (Molecular Probes, Göttingen) in 
frischem, vorgewärmten Medium mit 10 % FCS für 1 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % 
Luftfeuchtigkeit inkubiert und anschließend - wie zuvor beschrieben - fixiert und 
eingebettet. 

2.9.9 Inhibierung der ATP-abhängigen Sequestrierung mit NaN3 

COS-7-Zellen wurden - wie zuvor in Kap. 2.8.1 beschrieben - auf 
gelatinebeschichtete Deckgläschen ausgesät und 24 h später transient mit dem                    
C-terminal GFP-markierten HC110-R transfiziert. Um intrazelluläres ATP, das für eine 
Sequestrierung von GPCRs erforderlich ist, partiell zu inhibieren, wurden nach von 
Zastrow und Kobilka [1992; 1994] in verschiedenen Versuchsansätzen 0,04 % 
Natriumazid zum einen direkt in das RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS, und zum 
anderen in FCS-freies HBSS gegeben. Dabei erfolgte die Zugabe 1 h bzw. 18 h vor der 
Transfektion für 1 h, 18 h bzw. 42 h oder aber 6 h nach der Transfektion für 1 h, 18 h 
bzw. 42 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte. Kontrollansätze erhielten kein 
Natriumazid. Nach der Inkubation wurden die Zellen 3x mit HBSS gespült und mit 
einer 3,7 % PFA-Lösung in PBS- (pH 7,2) für 30 min bei 37 °C fixiert. Im konfokalen 
Lasermikroskop (Kap. 2.10.2) wurden 3x je 200 transfizierte COS-7-Zellen auf die 
Lokalisation von HC110-R-GFP in der Plasmamembran bzw. in den Vesikeln 
untersucht. 

2.10 Mikroskopie 

2.10.1 Phasenkontrastmikroskopie 

Die Expression transient transfizierter Säugerzellen mit GFP oder diversen 
rekombinanten GFP-Fusionskonstrukten (Kap. 2.8.2) läßt sich in vivo nach Anregung 
der Fluoreszenz des GFP-Proteins bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm in 
einem inversen Zeiss-Mikroskop IM 35 (Zeiss, Oberkochen) betrachten und 
fotografieren (Agfa HDC 100, Agfa-Gevaert, Leverkusen). Die Expression          
HC110-R-MycHis stabil transfizierter Zellen (Kap. 2.8.3) ließ sich mit Hilfe 
monoklonaler anti-Myc- oder anti-His-Primärantikörper und FITC- oder Alexa 488-
gekoppelter Sekundärantikörper (Kap. 2.9.1) nach Fixierung der Zellen ebenfalls im 
Phasenkontrastmikroskop kontrollieren. 
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2.10.2 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 

Für die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde ein Zeiss IM 35 Mikroskop 
(Zeiss, Oberkochen) mit einem Leica CLSM-Aufsatz TCS NT (‘Confocal Laser 
Scanning Microscope Unit’, Leica Lasertechnik, Heidelberg), Version 1.5.451, 
verwendet. Die Fluoreszenz des GFP-Proteins sowie des Farbstoffes Fluoreszein-
isothiocyanat (FITC) oder Alexa 488 wurde bei einer Anregungswellenlänge von 488 
nm mit einem Argon-Laser, die für Rhodamin, Texas-Rot, Phycoerythrin, Alexa 568, 
LysoTrackerTMRed DND-99, MitoTrackerTMRed CMX Ros oder Propidiumiodid bei 
einer Anregungswellenlänge von 568 nm mit einem Krypton-Laser angeregt. Z-Serien 
von optischen Schnitten durch die Zelle wurden mit einer Auflösung von 1024 x 1024 
Pixel gescannt [Celis, 1998]. Die Auswertung erfolgte mit der AVS Software 
(Advanced Visual Systems Inc., Waltham, MA, U.S.A.), Adobe Photoshop 5.0 und 
Corel Draw 8.0 für Windows. 

2.11 Analytische Durchflußcytometrie (FACS) 

Je 5 x 105 CHO-K1-, COS-7-, HEK-293- oder HepG2-Zellen wurden auf   
kleinen Zellkulturschalen (∅  35 mm) ausgesät und 24 h später Dreifach-Ansätze mit     
2 µg der verschiedenen GFP-markierten Konstrukte transfiziert (Kap.2.8.2). Als 
Positivkontrolle wurden Dreifach-Ansätze mit je 2 µg GFP-Plasmid-DNA transfiziert. 
Als Negativkontrollen dienten die folgenden Dreifach-Ansätze: Nicht transfizierte 
Zellen; Zellen ohne Plasmid, aber mit FuGENE; Zellen mit einem nicht getaggten 
HC110-R-Konstrukt, aber mit FuGENE; und Zellen, die mit dem GFP-Konstrukt, aber 
ohne FuGENE, transfiziert wurden. 24 h und 48 h nach der Transfektion wurde das 
Medium von den Zellen abgenommen, die Zellen 2x mit PBS- gespült, mit 2 ml 
eiskaltem PBS- von dem Boden der Zellkulturschale gelöst und in ein FACS-Röhrchen 
(Falcon 2052, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, U.S.A.) überführt. Nach einer 
Zentrifugation für 10 min bei 1200 rpm und 4 °C in der CPKR-Zentrifuge (Beckman) 
wurde der Überstand verworfen, das Pellet 2x mit 2 ml PBS- gewaschen, erneut für     
10 min, 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet in 150 µl PBS- 
aufgenommen. 

In einem anderen Versuchsansatz wurden nicht transfizierte, transient mit GFP,   
HC110-R-GFP, GFP-HC110-R, β2-R-GFP oder M1-R-GFP transfizierte sowie transient 
mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfizierte HEK-293-Zellen - wie oben 
beschrieben - gewaschen, in FACS-Röhrchen überführt und für 1 h mit 15 nM α-LTX 
(Sigma, Deisenhofen) bzw. 0,5 µg/ml PF1022A-Biotin als Liganden bei RT inkubiert. 
Nach 2 weiteren Waschschritten wurden die mit α-LTX behandelten Proben mit einem 
1:5000 in PBS- verdünnten polyklonalen Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Primärantikörper 
(Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA, U.S.A.) für 45 min und einem 1:80 in PBS- 
verdünnten polyklonalen Ziege-anti-Kaninchen IgG-TRITC-Sekundärantikörper 
(Jackson Immuno Research Laboratories, West Grove, U.S.A.) für 30 min inkubiert. 
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Die mit dem PF1022A-Biotin behandelten Proben wurden mit 1:300 verdünntem 
Streptavidin-Phycoerythrin (Amersham, Braunschweig) für 45 min inkubiert. 
Überschüssiger Fluoreszenzfarbstoff wurde durch 3maliges Waschen mit PBS- und 
anschließender Zentrifugation für 10 min bei 4 °C und 1000 rpm in einer CPKR-
Zentrifuge (Beckman) entfernt. Abschließend wurden die Zellen mit einer 1 %igen 
PFA-Lösung in PBS- (pH 7,2) für 20 min bei 37 °C im Dunkeln fixiert. 

Die Fluoreszenzanalyse der EGFP- und ggf. TRITC oder Phycoerythrin-markierten 
Proben erfolgte nach sorgfältigem Aufschütteln der Zellen mit dem Durchflußcytometer 
(FACScan, Becton Dickinson, Sunnyvale, CA, U.S.A.) mit einem Argon-Ionenlaser bei 
einer Anregungswellenlänge von 488 nm. Ein überlappendes Absorptionsspektrum bei 
verschiedenen Emissionsspektren zweier Fluorochrome erlaubt die gleichzeitige 
Anregung beider Farbstoffe bei nur einer Wellenlänge. Pro Messung wurden 10000 
Zellen hinsichtlich ihrer Zellgröße, Granularität und Fluoreszenzfärbung analysiert. 
Zelltrümmer wurden bei der Auftragung der Granularität gegen die Zellgröße durch das 
Setzen eines ‘Gate’ auf die Haupt-Zellpopulation von der Messung der 
Fluoreszenzintensität ausgeschlossen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe 
der FACScan-Software (Becton Dickinson) nach Shapiro [1988]. 

2.12 Calcium-Imaging 
Je 2 x 105 COS-7- oder HEK-293-Zellen wurden auf 1 % gelatinebeschichtete 

Deckgläschen (∅  42 mm) in mittleren Gewebekulturschalen (∅  55 mm) mit 5 ml RPMI 
1640- bzw. DMEM-Medium (mit 10 % FCS, 50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml 
Streptomycin) ausgebracht. Die intrazelluläre freie Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) wurde 
in nicht-transfizierten und transient mit den GFP-, GFP-HC110-R-, HC110-R-GFP-,            
β2-R-GFP-, bzw. M1-R-GFP-Konstrukten transfizierten COS-7- oder HEK-293-Zellen 
sowie mit HC110-R-Myc/His stabil transfizierten HEK-293-Zellen (Kap. 2.8.1) mit 
Hilfe der Calcium-Imaging-Methode gemessen. Außerdem wurden 2 x 105 nicht-
transfizierte, bovine chromaffine Nebennierenmarkszellen auf collagenbeschichteten 
Deckgläschen (∅  42 mm) in mittleren Gewebekulturschalen (∅  55 mm) mit 5 ml 
DMEM-Medium und 10 % FCS ausgesät (Kap. 2.7.5).  
Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion 2x mit einer Na+-HBS-Lösung (pH 7,3) 
gewaschen und mit 1 µM Fura-2/Acetoxymethylester (Fura-2/AM) (Sigma, 
Deisenhofen) in Na+-HBS für 30 min bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 
beladen. In Versuchsansätzen, in denen die Zellen mit BAY44-4400 bzw. dem 
optischen Antipoden PF1022-001 für 90 min vorinkubiert wurden, wurde nach 60 min   
1 µM Fura-2/AM für die restlichen 30 min zupipettiert. Nicht transfizierte bovine 
chromaffine Nebennierenmarkszellen wurden 48 h nach dem Ausbringen auf 
Objektträger für 45 min mit 1 µM Fura-2/AM unter sonst gleichen Bedingungen 
beladen. Nach der Inkubation wurde nicht aufgenommenes Fura-2/AM durch 2maliges 
kurzes Waschen der Zellen mit Na+-HBS entfernt. Das Deckglas mit den Zellen wurde 
in die Apparatur eingebracht, mit 1,2-1,5 ml Na+-HBS überschichtet, in einem 
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Inversmikroskop (Axiovert, Zeiss, Oberkochen) betrachtet und parallel hierzu in einem 
digitalen ‘Imaging‘-Fluoreszenzmikroskop (PTI, Photon Technology International Inc., 
New Jersey, U.S.A.) mit der Image Master 1.333-Software für Windows aufgenommen. 
Bei einer Anregungswellenlänge von 440 bzw. 490 nm wurden transfizierte von nicht 
transfizierten Zellen unterschieden. Die Anregung der Extinktion für die Ca2+-Imaging-
Messungen erfolgte bei einer Wellenlänge von 340 nm (Calcium-gebundenes Fura-2) 
und 380 nm (freies Fura-2), die Messung der Emission bei 510 nm. Die [Ca2+]i 
errechnete sich durch Bildung des Quotienten aus 340/380 nm (‘background corrected 
images‘) als eine Funktion des zugefügten Agenz nach Grynkiewicz et al. [1985] mit 
der Formel: 
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Zur Kalibrierung von Einzelzellen nach McCormack und Cobbold [1991] wurden Fura-
2 beladene HEK-293-Zellen in die Anlage gebracht, mit einer Fließgeschwindigkeit von 
1,6 ml Na+-HBS/min umspült und die Fluoreszenz separat bei den Wellenlängen 
340:510 nm und 380:510 nm gemessen. Rmin = 0,468 erhielt man durch Umspülen der 
Zellen über mehrere Minuten mit einer Ca2+-freien, EGTA/Ionomycin-haltigen Rmin-
Lösung (pH 7,3), Rmax = 5,325 durch Umspülen der Zellen mit einer Ca2+-gesättigten, 
Ionomycin-haltigen Rmax-Lösung (pH 7,3). Mit einer 10 mM MnCl2-Lösung wurden die 
Zellen bis auf ihre Autofluoreszenz gequencht. Dieser Wert wurde von allen 
Kalibrierungswerten abgezogen. Nach Grynkiewicz et al. [1985] beträgt Kd [Ca2+] = 
224 nM. Sf380/Sb380 = 3,061 wurde durch Bildung des Quotienten aus den Fluoreszenzen 
Fmin(380 nm)/Fmax(380 nm) nach Subtraktion der Autofluoreszenz ermittelt und R ergab sich 
durch Bildung des Quotienten der Fluoreszenz von 340/380 nm für die einzelnen 
Meßwerte. 

Die Zugabe von Agentien erfolgte stets 6 min nach Beginn der Messung durch 
Abnahme eines Volumens Na+-HBS-Puffer und Zugabe eines gleichen Volumens an 
Agenz für weitere 24-44 min. Bei Zugabe zweier Substanzen wurde die erste zu Beginn 
der Messung und die zweite nach 6 min zugesetzt. Eine 300 nM Stammlösung             
α-Latrotoxin (Sigma, Deisenhofen) wurde in 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) angesetzt. 
Stammlösungen von BAY44-4400 und dem optischen Antipoden PF1022-001 (BAYER 
AG, Leverkusen), Nifedipin und EGTA (Sigma, Deisenhofen) wurden in reinem DMSO 
angesetzt und mit Na+-HBS-Puffer auf die gewünschte Endkonzentration mit maximal 
0,1 % DMSO eingestellt. Arecolin-, Carbamylcholin-Chlorid- (Carbachol-), CdCl2- und 
Isoproterenol-Lösungen (Sigma, Deisenhofen) wurden direkt in Na+-HBS-Puffer gelöst. 

Die Meßwerte wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2000 importiert und 
ausgewertet. Die Ergebnisse resultieren aus wenigstens 2-4 reproduzierten Versuchen zu 
je 4-8 transfizierten und nicht-transfizierten Zellen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der HC110-R-cDNA 

3.1.1 HC110-R-cDNA und deduzierte Aminosäuresequenz 

Um mögliche Target-Proteine für das neue Breitspektrum-Anthelminthikum 
PF1022A zu identifizieren, wurde im Rahmen einer Diplomarbeit [Saeger, 1996; Harder 
et al., 1998] eine EcoRI/EcoRI ungerichtete λZAPII Expressions-cDNA-Bank des 
adulten, parasitären Nematoden H. contortus konstruiert und einem Liganden-
Immunscreening mit einem PF1022A-KLH-Konjugat als Liganden unterzogen. Die 
Detektion möglicher positiver Klone erfolgte mit Hilfe eines E. coli-präadsorbierten 
polyklonalen Kaninchen-Serums gegen das PF1022A-KLH-Konjugat. Die Überprüfung 
von etwa 1,5 x 106 nicht-amplifizierten rekombinanten Klonen resultierte in einem 
immunpositiven cDNA-Klon, pHC-1, bestehend aus 3063 bp. Dieser hybridisierte mit 
einer 3,6 kbp großen mRNA aus adulten H. contortus. Fehlende Sequenzen zu der 
korrespondierenden mRNA wurden mit Hilfe der RACE-PCR-Technik ermittelt. Durch 
5‘-RACE-PCR konnten 447 nt, durch 3‘-RACE-PCR weitere 29 nt bestimmt werden. 
Die vervollständigte cDNA-Sequenz weist nunmehr eine Länge von 3539 bp auf und 
wird im folgenden als HC110-R bezeichnet (AC: AJ272270; Abb. 3). Das längste 
offene Leseraster beginnt nach 3 vorgeschalteten Stopkodons (Pos. 55, 67 und76) mit 
dem ATG-Startkodon in Position 100 und weist um den Translationsstart eine Sequenz 
(CCAACATGA, Position 95-103) mit großer Identität zu der „Kozak“-Konsensus-
Sequenz auf, die wichtig für die Anlagerung der ribosomalen 40 S Untereinheit und 
somit für die optimale Initiation der Translation bei eukaryontischen Ribosomen ist 
[Kozak, 1986; 1989]. Das Leseraster endet mit dem TGA-Stopkodon in Position 987. 
Damit kann dem aus 986 AS bestehenden deduzierten HC110-R-Protein eine 
Molekularmasse von 110 kDa zugeordnet werden. Im 3‘-nicht-kodierenden Bereich 
befindet sich 13 bp vom poly(A)+-Schwanz entfernt das Polyadenylierungssignal 
(AATAAA) der HC110-R-cDNA in Position 3505-3510. Bei eukaryontischen mRNAs 
liegt dieses Signal in der Regel 10-30 Nukleotide strangaufwärts vom eigentlichen 
poly(A)+-Schwanz entfernt [Baralle, 1983; Birnstiel et al., 1985]. Der 3‘-UTR von 
HC110-R weist eine Länge von 467 bp auf. Eine genaue Charakterisierung der 
Aminosäuresequenz bzw. der Protein-Motive und Datenbankvergleiche sind in            
Kap. 3.2.1 zu finden. 
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            .         .         .         .         .         .         .         .         .   

   TTCTGGCCGTCATCGCCGTTGATGCTGTCGCTTTCAGAACGTCTCTTCTATTACTAATTCGAAAATTGACGTGAATGAGCAGTTCGGTTT   90 

   AATACCAACATGAGGAATGTATATATTCTTCTGCTATCCGTCGTTGGGACGTTTACCGTCGCAGAAGAATTGCCAGCTCAATCAAACAGT  180 

             M  R  N  V  Y  I  L  L  L  S  V  V  G  T  F  T  V  A  E  E  L  P  A  Q  S  N  S    27 

   TCCATTGTAGTATGCGAAGGTGGTACAGCCGAATTGGAATGTCCCCATGGTATGGTCATTTCAATAGCTCTGGCAAATTATGGCCGATAT  270 

    S  I  V  V  C  E  G  G  T  A  E  L  E  C  P  H  G  M  V  I  S  I  A  L  A  N  Y  G  R  Y    57 

   TCGGCTCGGGTTTGCTACGAGAACGAGGAACTGGACGATGTGGTACCGATGACTCAATGCCATAACCCTAAAACGATGCCGACCCTTAGG  360 

    S  A  R  V  C  Y  E  N  E  E  L  D  D  V  V  P  M  T  Q  C  H  N  P  K  T  M  P  T  L  R    87 

   AAAAGTTGTGATGGACGTCGTGAATGTCATTTTGTGGTTGGTAACGACTTCTTCGTACATGATCCATGCCCAGGAGTGAAGAAATACCTT  450 

    K  S  C  D  G  R  R  E  C  H  F  V  V  G  N  D  F  F  V  H  D  P  C  P  G  V  K  K  Y  L   117 

   GAAGTCACATATCTGTGTGTTGCTGATGTGACTACCACAACAACCACTACGACGACGACCACCACCACTACCACTACATCCACCACAACA  540 

    E  V  T  Y  L  C  V  A  D  V  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  T  S  T  T  T   147 

   GAGGTGGAGGATGATGTTAAAGAAGATATGAGCGCGAAATCTGCACCATCGACGTGTGCAGCGACTTCGAGAAGAGGAATCGAATGGCCT  630 

    E  V  E  D  D  V  K  E  D  M  S  A  K  S  A  P  S  T  C  A  A  T  S  R  R  G  I  E  W  P   177 

   GCGACCATTTCTGGGACGACGGTGAACCGGCCATGTCCCGAAGGCACGAGAGGCACGTCCTCATGGAAATGTTCCGCCGAGGGGCTGTGG  720 

    A  T  I  S  G  T  T  V  N  R  P  C  P  E  G  T  R  G  T  S  S  W  K  C  S  A  E  G  L  W   207 

   TCTGAACCTGGTCCAAATACAATAGAGTGTCGCAGTGATTGGACCATTCAGCGGCAGGATGCTCTTGAAGAGACGATAAAAGATCAGGAT  810 

    S  E  P  G  P  N  T  I  E  C  R  S  D  W  T  I  Q  R  Q  D  A  L  E  E  T  I  K  D  Q  D   237 

   GCAAGCGGAATTCCGGAGCTTCTTCGAGCGATGACGTCTGATACCCGAAGACCTATGGTAGCTGGTGATTTGCCAAAACTTCTAAACATT  900 

    A  S  G  I  P  E  L  L  R  A  M  T  S  D  T  R  R  P  M  V  A  G  D  L  P  K  L  L  N  I   267 

   CTTGACATCGTTCAAGATGTTGTTGGCAGAGAAGTGTGGGCAAAAAGTAGCCAGAAGTTGGTGAACCAGCTTATTGTGAATGTCGTACAT  990 

    L  D  I  V  Q  D  V  V  G  R  E  V  W  A  K  S  S  Q  K  L  V  N  Q  L  I  V  N  V  V  H   297 

   AATGCCCTTCGAGCGAAGGAAATGTGGCAGAACTGGCCGTCAGTGAAGCGTCAAACTTTCGCCACAAGACTTTTGAATGGTGTTGAACGA 1080 

    N  A  L  R  A  K  E  M  W  Q  N  W  P  S  V  K  R  Q  T  F  A  T  R  L  L  N  G  V  E  R   327 

   GCCATGACCTCCTCCTCAACAACTGTCTATTCGTCTGAGAACTATGTGCAACCGTTGGTGATGACAGAGATGAGCGAAAGCATTCGGACT 1170 

    A  M  T  S  S  S  T  T  V  Y  S  S  E  N  Y  V  Q  P  L  V  M  T  E  M  S  E  S  I  R  T   357 

   TCTTCGCAACCATCGAACTACTTCCTATTCCCTTCAATGGCCTTGTGGGCTGGTGAAAATAACGTGGATAGCGTTGACGTTCCAAGGGAA 1260 

    S  S  Q  P  S  N  Y  F  L  F  P  S  M  A  L  W  A  G  E  N  N  V  D  S  V  D  V  P  R  E   387 

   GCTCTCGAAATGACAGGATTGGACCGTGCCCGAGTCTACTATGCGTCTTTTGCGAACATTGGTGAGGAAATGGAACCTCCGGTGGAGATA 1350 

    A  L  E  M  T  G  L  D  R  A  R  V  Y  Y  A  S  F  A  N  I  G  E  E  M  E  P  P  V  E  I   417 

   TCAGCAGGATCTGAACAGAAGCCGACTGGACTAGAAAGACGTCGCCGAATTGTTTCACGTGTGGTGGCCGTGTCGCTTGTTCTCGATGGC 1440 

    S  A  G  S  E  Q  K  P  T  G  L  E  R  R  R  R  I  V  S  R  V  V  A  V  S  L  V  L  D  G   447 

   AAAGTCATAAGGCTACCAATACTTCCTAAGCCGATCATCATCACATTCCATCATTACCCTGAGGCTTTACGGCGGATGTCCTCACCTGAA 1530 

    K  V  I  R  L  P  I  L  P  K  P  I  I  I  T  F  H  H  Y  P  E  A  L  R  R  M  S  S  P  E   477 

   TGTTCTTGGTGGGATACTGAAGACATGAAGTGGTCTACAAGTGGATGCTCCCTACAATCGCATAATTCTACTCATACCGTATGCGCTTGT 1620 

    C  S  W  W  D  T  E  D  M  K  W  S  T  S  G  C  S  L  Q  S  H  N  S  T  H  T  V  C  A  C   507 

   AGTCATATGACTCACTTTGCCGTTTTGATGGATTATGTCGGTCATGAGATTTCCTCCGAGGATAATCAGCTTCTTACATTTCTCACATAT 1710 

    S  H  M  T  H  F  A  V  L  M  D  Y  V  G  H  E  I  S  S  E  D  N  Q  L  L  T  F  L  T  Y   537 

   ACCGGTTGCACGCTGTCAATAGTCTGCCTTACTCTGACATTCTTCTGTTTTGTTGTCTTCATCAAAGGAGGAGGCGATAGGGTTTTCATT 1800 

    T  G  C  T  L  S  I  V  C  L  T  L  T  F  F  C  F  V  V  F  I  K  G  G  G  D  R  V  F  I   567 

   CATAAAAATCTCTGCGCTTCTCTTGGTATAGCCGAACTGGTGTTCCTCGCTGGAATTTGGAGGACAGAAGAAAAGTTTGAATGCGGTATG 1890 

    H  K  N  L  C  A  S  L  G  I  A  E  L  V  F  L  A  G  I  W  R  T  E  E  K  F  E  C  G  M   597 

   ATCGCTGGTTGCCTCCTTTATTTCTTTCTATCGGCTTTAACCTGGATGTTACTCGAGGGCTACCAGCTTTACCAGATGCTTGTTGAGGTG 1980 

    I  A  G  C  L  L  Y  F  F  L  S  A  L  T  W  M  L  L  E  G  Y  Q  L  Y  Q  M  L  V  E  V   627 

   TTCCCTGCCTCGCGACGTCGATTCACCTTTTTCCTTGTTGGCTATGGCCTGCCAGCTATCATTACTGGAGCAGCCGCTTATTACGACCCG 2070 

    F  P  A  S  R  R  R  F  T  F  F  L  V  G  Y  G  L  P  A  I  I  T  G  A  A  A  Y  Y  D  P   657 

   ACTGGTTTTGGAACACGCAATCATTGCTGGTTACGCACCGACAACCTTTTCATTTTATTCTTTGTCGCACCAGCAGCTGTGATTTTACTG 2160 

    T  G  F  G  T  R  N  H  C  W  L  R  T  D  N  L  F  I  L  F  F  V  A  P  A  A  V  I  L  L   687 

   ACGAATACGATGTTCCTGTTCATGACTATGTGCATTGTATACAGACATTCGAAGTATATCCCCTGTAGGCATGCTGCGGATAATGGAGGT 2250 

    T  N  T  M  F  L  F  M  T  M  C  I  V  Y  R  H  S  K  Y  I  P  C  R  H  A  A  D  N  G  G   717 

   GACATAAGGACTTGGGTCAAAGGAGCGATGGGTCTGGTCTGTCTACTTGGTGTCACATGGACTTGTGGCCTTCTCTGGATCGATGATGGC 2340 

    D  I  R  T  W  V  K  G  A  M  G  L  V  C  L  L  G  V  T  W  T  C  G  L  L  W  I  D  D  G   747 

   CATTCGATAGTGATGGCATACGCGTTTACCATTGCGAATTCCCTTCAGGGTCTTTTCATCTTTGTCTTCCATGTGCTCTGCTCAGAGAAG 2430 

    H  S  I  V  M  A  Y  A  F  T  I  A  N  S  L  Q  G  L  F  I  F  V  F  H  V  L  C  S  E  K   777 

   ATGCGTTACGATATTGCCCGATGGTGTGGCAAGCATGGCCTTTCATGTATCAGCTCTGGCTCCCGTGATACCTCTAGGGATCTACAAAAA 2520 

    M  R  Y  D  I  A  R  W  C  G  K  H  G  L  S  C  I  S  S  G  S  R  D  T  S  R  D  L  Q  K   807 



Ergebnisse 57 

   CGTGGAACTATGTCACCGTCGGAGAGGAGTGGCAGCGAATTCATCTATCCCACATCGGAGAAGATGCACACATCTCCTCGTGGATTGGAA 2610 

    R  G  T  M  S  P  S  E  R  S  G  S  E  F  I  Y  P  T  S  E  K  M  H  T  S  P  R  G  L  E   837 

   TCCTCTCTCAGCTCGGCCTATCCTCAACAACCACTCATCCACCACTATCAGCGTCGTCCACCGCAACAGCCTAATGGAACTTATGACTAC 2700 

    S  S  L  S  S  A  Y  P  Q  Q  P  L  I  H  H  Y  Q  R  R  P  P  Q  Q  P  N  G  T  Y  D  Y   867 

   GCAACAATTGCGTATGGCGAGATGGTACCAGGCCATATGTTACCACGCATGGCCTCCTCGTTTCCTCATCCAGGTGTTGCCATCCATTAT 2790 

    A  T  I  A  Y  G  E  M  V  P  G  H  M  L  P  R  M  A  S  S  F  P  H  P  G  V  A  I  H  Y   897 

   CCCTCATTCGATCTGGATTCCTCCTACCAACCCCAGATCTTCCATCATCGCCCTCCACCAGACTTTTCTCCACCACCGCCACCTCCTGCC 2880 

    P  S  F  D  L  D  S  S  Y  Q  P  Q  I  F  H  H  R  P  P  P  D  F  S  P  P  P  P  P  P  A   927 

   CAGGGTACAACACCTTCAAAAGTAATCCGTCCCCCATCATCCAAGATGAGTGACGACTCGGCCTATTCCGATGGTGGATCGTCGTCCGTA 2970 

    Q  G  T  T  P  S  K  V  I  R  P  P  S  S  K  M  S  D  D  S  A  Y  S  D  G  G  S  S  S  V   957 

   CTCACCACGGAAGTCACACCGTCTGGAGCGACTGTGCTTCGAATGGATTTGGGCAGAAATCAACCGCCTAACTATTGGCGAAATGTTTGA 3060 

    L  T  T  E  V  T  P  S  G  A  T  V  L  R  M  D  L  G  R  N  Q  P  P  N  Y  W  R  N  V  -   986 

   GCATGTGTCCCTGTAAATGTTTCCTCGAGAGAGATTTTTGCCGAGGTTGTGCGCTTCAGTCACGGTTTATGACGATCCGGGTGCTTTTGC 3150 

   AATCATTTTGATGTGTTCGATTTGTTCTTCCTTGGTATCCAAGGGCTTTCATCGTCTTCCGGACATTCTGTCACTTTTCTACACTCTAAT 3240 

   GCTCCAACTGTCGTTAATATCAGCATATCATCGTCACAATTATGCGCCATTTTTTCTCAGATTACCGGTTTCCTTTGTACATTTGTGGAT 3330 

   TGTAGTTGTAGCTAAACTGTAGCTATTCAGAGGTATTTTTGATCTAGTCGATAATAGCGCAATATTGTTTTACTAATTACTAAGTACTAA 3420 

   TTGTTTTTTTAAGTCCGATTCCTGCCTTCTATGGAAAAATTTTGTTTTCGTTTCCATCCCGTATCATACTTTTAGGTTGAGATCAATAAA 3510 

   AACGTAAAATTTG(A)n                                                                           3524 

Abb. 3. cDNA-Sequenz und deduzierte Aminosäuresequenz von HC110-R. 
Die HC110-R-Nukleotidsequenz (AC: AJ272270) ist entsprechend der 5’→3’-Orientierung der mRNA 
dargestellt. Das „Kozak“-Motiv (Pos. 95-103) [Kozak, 1986; 1989] und das Polyadenylierungssignal            
(Pos. 3505-3510) sind unterstrichen dargestellt. Das ATG-Startkodon liegt in Pos. 100 (fett), das TGA-
Stopkodon in Pos. 3058. Die deduzierte Aminosäuresequenz zeigt das offene Leseraster im Ein-
Buchstaben-Code. Strukturelle Protein-Motive sind wie folgt gekennzeichnet: N-terminales Signalpeptid 
(Pos. 1-21, schwarz und fett) mit Spaltstelle zwischen Pos. 18 und 19; Lectin-homologe Sequenz (Pos.   
22-125, pink und gepunktet); Thr-reiche Region (Pos. 128-147, grau hinterlegt); Cys-reiche Signatur der 
Struktur CX9WX12CX9WXCX5WX9CX3W (Pos. 166-221, rot und unterschlängelt, 4 Cys-Reste blau, fett 
und gelb hinterlegt, 4 Trp-Reste fett); 4-Cys-Region der Struktur CXWWX6WX4CX11CXC (Pos. 478-
524, rot und unterstrichen, 4 Cys-Reste blau, fett und gelb hinterlegt, 3 Trp-Reste fett); 7 Transmembran-
Domänen (zwischen Pos. 536-772, grün, fett und unterstrichen); Pro-reiche Region (Pos. 845-861, blau 
und grau hinterlegt); PEST-Region (Pos. 915-933, blau und grau hinterlegt); 3 N-Glykosylierungsstellen 
(Pos. 26, 499 und 862, fett); und das unter Sekretin-GPCRs eine hoch konservierte putative Disulfid-
Bindung ausbildende Cys-Cys-Paar (Pos. 595 und 666, blau, fett, gelb hinterlegt und doppelt 
unterstrichen). 

Da zunächst nur die pHC1-cDNA mit 3063 bp vorlag, die zwar große Teile des 3‘-nicht 
kodierenden Bereiches bis auf den poly(A)+-Schwanz und zum 5‘-Ende ein zwar 
durchgängiges, aber offenes Leseraster enthielt, mußte für die Charakterisierung des 
HC110-R-Proteins eine funktionale cDNA konstruiert werden. Mit Hilfe des 3‘-RACE-
Systems, das den natürlichen poly(A)+-Schwanz der mRNA als Primerseite für die 
PCR-Amplifikation nutzt, um Regionen mit unbekannten Sequenzen, die zwischen dem 
3'-UTR und dem poly(A)+-Schwanz liegen, zu charakterisieren, wurde eine 256 bp 
lange cDNA-Sequenz amplifiziert, die das bisherige 3‘-Ende mit 
Polyadenylierungssignal und 29 neue Nukleotide inclusive poly(A)+-Schwanz (Abb. 3, 
Pos. 3513-3523) enthält. Das 5‘-RACE-System wurde eingesetzt, um fehlende 
Sequenzen strangaufwärts des bisherigen 5‘-Endes zu lokalisieren. Hiermit konnte ein 
641 bp großes PCR-Fragment mit 447 neuen Nukleotiden strangaufwärts des 
ursprünglichen 5‘-Endes (Pos. 1-447), mit neuem ATG und optimaler Kozak-Sequenz 
[Kozak, 1986; 1989] sowie 3 ‘upstream‘ und im gleichen offenen Leseraster gelegene 
Stop-Codons (Pos. 55, 67 und 76) amplifiziert werden. 
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Das in die SalI-Schnittstelle des pBlueskript-Vektors klonierte 3063 bp große pHC-1-
cDNA-Fragment wurde zunächst mit SalI geschnitten und über Gelelution vom Vektor 
befreit. Danach wurde das pHC-1 Insert mit XcmI (Pos. 93) restringiert und das 
nunmehr 2970 bp große Fragment über Agaraseverdau aufgereinigt. Das amplifizierte 
641 bp große 5‘-RACE-PCR-Fragment wurde mit Hilfe seiner durch die Taq DNA-
Polymerase angefügten überstehenden Adenosinreste in den pMosBlueT-Vektor 
kloniert. Durch Restriktion mit den Enzymen BamHI und SfiI wurde eine durch den    
5‘-RACE-Anker-Primer eingebrachte interne SalI-Schnittstelle (Pos. 21-26) wieder 
entfernt. Erst jetzt konnte das um 55 bp verkürzte linearisierte Vektor-Insert-Fragment 
auch SalI/XcmI verdaut werden. Über die gemeinsame sequenzinterne XcmI- und die 
SalI-Schnittstelle des pMOSBlueT-Vektors erfolgte die Ligation mit dem 2970 bp 
großen pHC-1 Fragment. Durch eine Restriktionsanalyse und Sequenzierung wurde 
überprüft, ob der auf diese Weise zusammengesetzte cDNA-Klon, der im folgenden 
HC110-R genannt wird, die richtige Orientierung und ein durchgehendes Leseraster 
besitzt. Im Gegensatz zu der in Abb. 3 dargestellten cDNA-Sequenz fehlen die ersten   
46 bp des 5‘-UTR und die letzten 11 bp mit dem poly(A)+-Schwanz des 3‘-UTR. Für   
in vitro Transkriptions- und Translationsexperimente wurde das HC110-R-Insert durch 
Restriktion mit den Enzymen SacI und PstI wieder aus dem pMOSBlueT-Vektor 
herausgeschnitten und in den SacI/PstI verdauten pBluescript SK-Vektor ligiert. Dieses 
HC110-R-Konstrukt wurde als Templat für alle nachfolgenden Experimente verwendet. 

3.1.2 Vergleich von HC110-R mit ähnlichen cDNA-Sequenzen 

Der Vergleich der HC110-R-cDNA-Sequenz mit 671680 veröffentlichten 
Nukleotidsequenzen in den EMBL-Datenbanken (Heidelberg, Stand: Dezember 1999) 
hat ergeben, daß die höchste Sequenzidentität zu einem Sequenzabschnitt des                          
C. elegans Cosmidklons B0457 (AC: Z54306) besteht. Der Cosmidklon B0457 liegt auf 
Chromosom III und enthält insgesamt 8 Exons, die ein Protein aus 1014 AS (Abb. 4) 
mit Homologien zu diversen GPCR-Vertretern kodieren [Wilson et al., 1994]. Auf 
Nukleinsäure-Ebene besitzt HC110-R 3 große Bereiche mit hoher Sequenzidentität zu 
B0457: 57 % über 1259 bp in dem für den N-Terminus bis zu den 7 Transmembran-
Domänen kodierenden Bereich (Pos. 100-1359); 62 % über 776 bp in dem für die           
7 Transmembran-Domänen kodierenden Abschnitt (Pos. 1705-2481) und weitere 61 % 
über einen 370 bp großen Bereich, der für den C-Terminus nach der 7. Transmembran-
Domäne kodiert (Pos. 2682-3052).  
Neben dem B0457-Cosmidklon existieren noch weitere cDNAs mit einer großen 
Sequenzidentität zu HC110-R: Diverse Latrophilin-1 Spleißvarianten aus Bos taurus 
(AC: AF111097; AF111098) [Lelianova et al., 1997; Matsushita et al., 1999], deren 
cDNAs je nach Spleißvariante etwa 5100 bp lang sind, weisen eine 59 %ige 
Sequenzidentität über 415 bp in einem Bereich auf, der für die 3. intrazelluläre Schleife 
und die Transmembran-Domänen VI und VII kodiert (Pos. 2252-2667). Eine 5693 bp 
große cDNA, die für Latrophilin-1 aus Rattus norvegicus kodiert (AC: U78105) 
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[Davletov et al., 1996; Lelianova et al., 1997], weist eine 54 %ige Identität über 892 bp 
auf, die für die gesamten 7 Transmembran-Domänen kodieren (Pos. 1654-2546). 
Latrophilin-2 Spleißvarianten aus Bos taurus (z. B. AC: AF111069-AF111084) 
[Matsushita et al., 1999], deren cDNAs zwischen 4900-5400 bp groß sind, weisen eine 
63 %ige Identität über 252 bp auf, die ebenfalls für die 3. intrazelluläre Schleife und die 
Transmembran-Domänen VI und VII kodieren (Pos. 2203-2455). Eine 58 %ige Identität 
über 929 bp, die den kompletten für die 7 Transmembran-Domänen kodierenden 
Abschnitt umfaßt (Pos. 1605-2534) sowie eine 66 %ige Identität über 96 bp, die für 
einen Lectin-ähnlichen Bereich kodiert (Pos. 383-479), besteht zu zahlreichen zwischen 
4900-5300 bp großen Latrophilin-3 Spleißvarianten aus Bos taurus (AC: AF111085-
AF111093) [Matsushita et al., 1999]. Auch Latrophilin-3 Vertreter aus Rattus 
norvegicus (z. B. AC: AF063103; U72487) mit einer ca. 5400 bp großen cDNA 
[Ichtchenko et al., 1999] weisen eine 59 %ige Identität über den für die 2. extrazelluläre 
Schleife und die Transmembran-Domänen IV-VII kodierenden Abschnitt aus 730 bp 
(Pos. 2011-2741) sowie eine 64 %ige Identität über 96 bp für einen ebenfalls Lectin-
ähnlichen Bereich auf (Pos. 383-479). 

3.2 Charakterisierung des HC110-R-Proteins 

3.2.1 Motive in HC110-R 

Das HC110-R-Protein weist mit seinen 986 AS ein Molekulargewicht von      
110 kDa auf (Abb. 3) und zeigt folgende besonderen Merkmale: Der N-Terminus 
beginnt mit einem hydrophoben Signalpeptid aus 21 AS und einer Spaltstelle in Position 
18. Darauf folgt ein Cystein-reicher Bereich (AS 22-125) mit starker Ähnlichkeit zu 
einem D-Galactose-bindenden Lectin aus dem Seeigel (AC: P22031) [Ozeki et al., 
1991] und ein sogenannter ‘Thr-Stretch‘ (AS 128-147), der nur durch ein Serin in 
Position 144 unterbrochen wird. Nach Kyte und Doolittle [1982], wie auch nach Klein 
et al. [1985] wurden mit dem PC/Gene-Programm ‘SOAP‘ neben dem hydrophoben 
Signalpeptid noch insgesamt 7 hydrophobe Transmembran-Domänen zwischen den 
Resten 536 und 772 charakterisiert (Abb. 7A). Charakteristisch für 7 Transmembran-
Rezeptoren ist das Vorkommen von 7 Sequenzabschnitten bestehend aus je 20-25 
hydrophoben Aminosäuren, von denen angenommen wird, daß sie die Transmembran-
Domänen in Form von α-Helices durchspannen [Horn et al., 1998]. Die Transmembran-
Elemente sind jeweils durch 3 unterschiedlich große hydrophile Schleifen auf der extra- 
und intrazellulären Seite verbunden. HC110-R besitzt 3 extrazelluläre Schleifen 
zwischen den Transmembran-Domänen II und III (Pos. 587-597), IV und V (Pos. 654-
673) sowie VI und VII (Pos. 743-749), und 3 intrazelluläre Schleifen zwischen den 
Transmembran-Domänen I und II (Pos. 559-569), III und IV (Pos. 627-636) und V und 
VI (Pos. 696-724). Bedingt durch die 7-Transmembran-Struktur ergibt sich daraus ein 
extrazellulärer N-Terminus aus 535 AS (59 kDa) und ein intrazellulärer C-Terminus aus 
214 AS (24 kDa), der einen prolinreichen Teil (AS 845-861) und eine PEST-Region 
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(AS 915-933) einschließt. Schließlich gibt es noch 3 putative N-Glykosylierungsstellen 
an den Resten 26, 499 und 862 sowie 14 mögliche Phosphorylierungsstellen in den 
abgeleiteten, intrazellulären Schleifen und dem          C-Terminus: 2 cAMP- und cGMP-
abhängige Proteinkinase Phosphorylierungsstellen (R/KX2S/T) in Pos. 633 und 807; 7 
Proteinkinase C Phosphorylierungsstellen (S/TXR/K) in Pos. 631, 775, 801, 814, 826, 
832 und 940; 3 Caseinkinase II Phosphorylierungsstellen (S/TX2D/E) in Pos. 801, 812 
und 817; und 2 Tyrosinkinase Phosphorylierungsstellen (R/KX2-3D/EX2-3Y) in Pos. 816 
und 942. Phosphorylierungsstellen spielen unter physiologischen Bedingungen eine 
Rolle bei der Desensitivierung von Rezeptoren mit ihren endogenen Liganden [Krauss, 
1997]. 

Vergleicht man den prozentualen Anteil der einzelnen Aminosäuren von HC110-R mit 
1021 zufällig ausgesuchten Proteinen mit bekannter Aminosäuresequenz und 
Zugehörigkeit zu 1021 verschiedenen Proteinfamilien [McCaldon und Argos, 1988], so 
fällt der hohe Anteil der Aminosäuren Serin mit 9,1 % gegenüber 6,9 %, Threonin mit 
8,6 % gegenüber 5,8 %, und Cystein mit 3,0 % gegenüber 1,7 % der durchschnittlichen 
Häufigkeit auf. Die Erhöhung geht u. a. mit 3 Cys-reichen-Regionen (Pos. 22-125;   
166-221 und 478-524), dem ‘Thr-Stretch‘ und den vielen putativen 
Phosphorylierungsstellen einher. Trotz zweier Pro-reicher Regionen im C-terminalen 
Ende ist der Pro-Anteil mit 6,3 % gegenüber 5,1 % nur unwesentlich erhöht; der       
Lys-Anteil ist mit nur 2,8 % gegenüber 5,7 %, und der Gln-Anteil mit 2,8 % gegenüber 
4,0 % sogar deutlich reduziert. 

3.2.2 HC110-R - ein Mitglied der Sekretin-GPCR-Familie 

Datenbankvergleiche mit HC110-R ergaben eine 48 %ige Identität und 76 %ige 
Ähnlichkeit (Ähnlichkeit bedeutet hier, daß eine Aminosäure ähnliche chemische 
Eigenschaften besitzt) des HC110-R-Proteins mit einem unbekannten heptahelikalen 
Transmembranprotein (1014 AS), welches aus dem genomischen Klon B0457                
(AC: Z54306) des Nematoden C. elegans abgeleitet wurde [Wilson et al., 1994], und 
der - wie bereits in Kap. 3.1.2 beschrieben - auch auf Nukleinsäure-Ebene die höchste 
Sequenzidentität zur HC110-R-cDNA aufweist. Der Vergleich beider Sequenzen zeigt, 
daß beide Proteine über gemeinsame in Kap. 3.2.1 beschriebene Motive verfügen, so     
z. B. das N-terminale Signalpeptid, die Lectin-ähnliche Sequenz, den ausgedehnten 
‘Thr-Stretch‘, die 7 Transmembran-Domänen, die Pro-reiche Region und die PEST-
Sequenz (Abb. 4). Die höchste Identität zwischen HC110-R und B0457 liegt bei 62 %        
(147/237 AS) im Bereich der 7 Transmembran-Domänen, und weist dort sogar eine          
90 %ige Ähnlichkeit (214/237 AS) auf. Der N-Terminus von HC110-R ist immerhin 
noch zu 44 % (235/535 AS) identisch und zu 76 % (404/535 AS) ähnlich, der               
C-Terminus ist zu 50 % (107/214 AS) identisch und zu 74 % (158/214 AS) ähnlich mit 
dem B0457-Protein. 
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                           SP       Lectin 
  HC110-R    MR-N--VY-----IL---LLSVVGTFTVAEELPAQS-NSSIVVCEGGTAELECPHGMVISIALANYGRYS   58 
  CE-B0457   MRRNKTTYSLLQTILVACLLTVTPTFASNKPTTDESGTISHTICDGEAAELSCPAGKVISIVLGNYGRFS   70 
             ** *  .*     **   **:*. **:  :  . :* . * .:*:* :***.** * ****.*.****:* 
 
  HC110-R    ARVCYENEELDDVVP-MTQCHNPKTMPTLRKSCDGRRECHFVVGNDFFVHDPCPGVKKYLEVTYLCVADV  127 
  CE-B0457   VAVCLPD---NDIVPSNINCQNHKTKSILEKKCNGDSMCYFTVDKKTFTEDPCPNTPKYLEVKYNCVVPA  137 
             . ** :    :*:**   :*:* ** . *.*.*:*   *:*.*.:. *..****.. *****.* **. . 

          T-reich                                           C-Signatur 
  HC110-R    TTTTTTTTTTTTTTTTSTTTEVEDDVKED--MSAKSAPST------CAATSRRGIEWPATISGTTVNRPC  189 
  CE-B0457   TTTTTTTTTSTTTTDSSLIVDEEEEAQKDALNSDVIKPVKKKEDVFCSATNRRGVNWQNTKSGTTSSAPC  207 
             *********:**** :*  .: *::.::*   *    *        *:**.***::*  * **** . ** 
 
  HC110-R    PEGTRGTSSWKCSAEGLWSEPGPNTIECRSDWTIQRQDALEETIKDQDASGIPELLRAMTSDTRRPMVAG  259 
  CE-B0457   PEGSSGKQLWACTEEGQWLTEFPNSAGCESNWISSRNSVLSGVISSEDVSGLPEFLRNLGSETRRPMVGG  277 
             ***: *.. * *: ** *    **:  *.*:*  .*:..*. .*..:*.**:**:** : *:******.* 
 
  HC110-R    DLPKLLNILDIVQDVVGREVWAKSSQKLVNQLIVNVVHNALRAKEMWQNWPSVKRQTFATRLLNGVERAM  329 
  CE-B0457   DLPKVLHLLEKTVNVIAEESWAYQHLPLSNKGAVEVMNYMLRNQEIWGSWDVTKRKEFASRFILAAEKAM  347 
             ****:*::*: . :*:..* ** .   * *:  *:*::  ** :*:* .*  .**: **:*:: ..*:** 
 
  HC110-R    TSSST-TVYSSE-NY-VQPLVMTEMSESIRTSSQPSNYFLFPSMALWAGENNVDSVDVPREALEMTGLDR  396 
  CE-B0457   VASAKGMMTSAESNVIVQPAITVEISHKIKMSSQPTDYILFPSAALWNGQN-VDNVNIPRDAILKINKDE  416 
             :*:.  : * :* * *** : .*:*..*: ****::*:**** *** *:* **.*::**:*:   . *. 
 
  HC110-R    ARVYYASFANIGEEMEP-PVEIS-AGSEQKPTGLERRRRIVSRVVAVSLVLDGKVIRLPILPKPIIITFH  464 
  CE-B0457   TQVFFSSFDNLGAQMTPSDVTVAIAGTDQTEV---RKRRVVSRIVGASLIENGKERRVENLTQPVRITFY  483 
             ::*:::** *:* :* *  * :: **::*. .   *:**:***:*..**: :**  *:  *.:*: ***: 

                                    4 C-Region 
  HC110-R    HYPEALRRMSSPECSWWDTEDMKWSTSGCSLQSHNSTHTVCACSHMTHFAVLMDYVGHEISSEDNQLLTF  534 
  CE-B0457   HKESSVRHLSNPTCVWWNHHELKWKPSGCKLSYHNKTMTSCDCTHLTHFAVLMDVRGHDLNEIDQTLLTL  553 
             *  .::*::*.* * **: .::**..***.*. **.* * * *:*:********  **::.. *: ***: 
 
  HC110-R    LTYTGCTLSIVCLTLTFFCFVVFIKGGGDRVFIHKNLCASLGIAELVFLAGIWRTEEKFECGMIAGCLLY  604 
  CE-B0457   LTYVGCIISIICLLLTFFAYLIFSRNGGDRVFIHENLCLSLAIAEITFLAGITRTEDSLQCGIIAVALMY  623 
             ***.** :**:** ****.:::* :.********:*** **.***:.***** ***:.::**:** .*:* 
 
  HC110-R    FFLSALTWMLLEGYQLYQMLVEVFPASRRRFTFFLVGYGLPAIITGAAAYYDPTGFGTRNHCWLRTDNLF  674 
  CE-B0457   MFLSALTWMLLEGYHIHRMLTEVFPSDPRRFTYLLVGYIPPAIITLVAYLYNSDGFGTPDHCWLSTQNNF  693 
             :*************::::**.****:. ****::****  ***** .*  *:. **** :**** *:* * 
 
  HC110-R    ILFFVAPAAVILLTNTMFLFMTMCIVYRHSK--YIPCRHAADNGGDIRTWVKGAMGLVCLLGVTWTCGLL  742 
  CE-B0457   IWFFAGPACFIFCANSLVLVKTLCTVYQHTSGGYLPCRHDVDSGRSIRNWVKGSLALASLLGVTWIFGLF  763 
             * **..**..*: :*::.*. *:* **:*:.  *:**** .*.* .**.****::.*..******  **: 
 
  HC110-R    WIDDGHSIVMAYAFTIANSLQGLFIFVFHVLCSEKMRYDIARWCGKHGLSCISSGSRDTSRDLQKRGTMS  812 
  CE-B0457   WVEDSRSIVMAYVFTISNSLQGLFIFLFHVVFAEKMRKDVGHWMYRRGCGGSSNSSPNHKRHNVQRDLMS  833 
             *::*.:******.***:*********:***: :**** *:.:*  ::* .  *..* : .*.  :*. ** 
                                              P-reich 
  HC110-R    P--SERSGSEFIYPTSEKMHT----SPR----GLESS--LSSAYPQQPLIHHYQRRPPQQPNGTYDYATI  870 
  CE-B0457   PGVNSSTGSDFLYNTNDKYLTNSDTTNRLVYNGIMNHPNQMSVYQQHP--HH-QIYE-QQP-GTYDYATI  898 
             *.. :**:  *:* *.:*  *    : *    *: .     *.* *:*  ** *    *** ******** 
                                                                   PEST 
  HC110-R    AYGEMVPGHMLPRMASSFPHPGVA-IHYPSFDLDSSYQP-QIFHHRPPPDFSPPPPPPAQGT-------T  931 
  CE-B0457   AYGDMMPGH---RVAA--P-PAYQRLAVAEGRYGSQHQLYQGWHHRPPPEFSPPPPPLSTGPPNSRHYGT  962 
             ***:*:***   *:*:  * *.   :  ..   .*.:*  * :******:******* : *.       * 
 
  HC110-R    PSKVIRPPSSKMSDDSAYSDGGSSSVLTTEVTPSGATVLRMDLGRNQPPNYWRNV  986 
  CE-B0457   GSSGRRPPSSKMSDDSAYSDG-SSSMLTTEVTPQGQTVLRIDL--NKPSMYCQDL 1014 
              *.  **************** ***:*******.* ****:**  *:*. * ::: 

Abb. 4. Aminosäurevergleich der deduzierten Aminosäuresequenzen von H. contortus HC110-R 
und dem C. elegans Cosmidklon B0457 (AC: Z54306).  
Strukturelle Protein-Motive sind wie folgt gekennzeichnet: N-terminales Signalpeptid (SP, Pos. 1-21, 
schwarz und fett); Lectin-homologe Sequenz (Lectin, Pos. 22-125, pink und gepunktet); Thr-reiche 
Region (T-reich, Pos. 128-147, grau hinterlegt); Cys-reiche Signatur der Struktur 
CX9WX12CX9WXCX5WX9CX3W (C-Signatur, Pos. 166-221, rot und unterschlängelt, 4 Cys-Reste blau, 
fett und gelb hinterlegt, 4 Trp-Reste fett); 4-Cys-Region der Struktur CXWWX6WX4CX11CXC              
(4 C-Region, Pos. 478-524, rot und unterstrichen, 4 Cys-Reste blau, fett und gelb hinterlegt, 3 Trp-Reste 
fett); 7 Transmembran-Domänen (zwischen Pos. 536-772, grün, fett und unterstrichen); Pro-reiche Region 
(P-reich, Pos. 845-861, blau und grau hinterlegt); PEST-Region (PEST, Pos. 915-933, blau und grau 
hinterlegt); 3 N-Glykosylierungsstellen (Pos. 26, 499 und 862, fett); und das unter Sekretin-GPCRs eine 
hoch konservierte putative Disulfid-Bindung ausbildende Cys-Cys-Paar (Pos. 595 und 666, blau, fett, gelb 
hinterlegt und doppelt unterstrichen). Identische AS sind mit einem Sternchen, stark verwandte AS mit 
einem Doppelpunkt und verwandte AS mit einem einzelnen Punkt gekennzeichnet. 
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Eine weitere auffällige Identität und Ähnlichkeit auf AS-Ebene besteht zu Latrophilin, 
einem Mitglied der Sekretin-Unterfamilie aus Säugern, wie dem Menschen                   
(AC: E1360690), dem Rind (z. B. AC: G416021, G416053 und G4185804), und der 
Ratte (AC: U78105 oder U72487). So weist der Latrophilin-Rezeptor mit seinen ca.   
210 kDa eine 31 %ige Identität (231/740 AS) und eine 48 % Ähnlichkeit (352/740 AS) 
zu dem mit 110 kDa halb so großen HC110-R auf. Vor allem die hydrophoben                          
7 Transmembran-Regionen zeigen eine Sequenzidentität von etwa 48 % (114/233 AS) 
und eine Ähnlichkeit von 66 % (156/233 AS). Der N-Terminus ist noch zu ca. 24 % 
(97/400) identisch und zu 42 % (175/407 AS) ähnlich, wohingegen der C-Terminus nur 
vereinzelte identische AS aufweist (Abb. 5). 

HC110-R und der 1466 AS große Latrophilin-1 GPCR aus der Ratte verfügen - wie 
auch B0457 - über zahlreiche gemeinsame Merkmale (Abb. 5 und Abb. 7B, C): Der 
extrazelluläre N-Terminus, der bei HC110-R 535 AS und bei Latrophilin-1 849 AS 
umfaßt, beginnt ebenfalls mit einem hydrophoben Signalpeptid, gefolgt von einer Cys-
reichen Lectin-ähnlichen Domäne (Abb. 6), einer für große Sekretin-Rezeptoren 
spezifischen Cys-reichen Signatur der Struktur CX9-10WX9-12CX9-17WXCX4-6W              
X8-16CX3-4W, wie sie auch bei HC110-R mit CX9WX12CX9WXCX5WX9CX3W          
(Pos. 166-221) vorkommt, und einem unmittelbar vor den 7 Transmembran-Domänen 
liegenden hochkonservierten 4-Cys-Motiv der Struktur CX1-3W(W)X6-10 

WX4CX11CXC, wie sie ebenso mit CXWWX6WX4CX11CXC in HC110-R (Pos. 478-
524) zu finden ist. Das 4-Cys-Motiv wurde vor kurzem als GPS-Motiv (GPCR 
proteolytische Stelle) von Latrophilin und anderen großen GPCRs der Sekretin-Familie 
vorgeschlagen [Krasnoperov et al., 1999]. Das charakteristische Kennzeichen der GPS-
Domäne ist die Cys-Signatur CXC, mit 2 flankierenden Trp- und 2 weiteren Cys-Resten 
[Krasnoperov et al., 1997; 1999; Ichtchenko et al., 1999; Lelianova et al., 1999].  

Weitere Vergleiche zwischen HC110-R und Latrophilin-1 zeigen, daß neben 
Latrophilin-1 auch der lange N-Terminus von HC110-R putative Glykosylierungsstellen 
aufweist (Pos. 26 und 499) und die C-Termini über ähnliche PEST- und Prolin-reiche 
Regionen verfügen. Jedoch enthält der N-Terminus von HC110-R nicht die für 
Latrophilin-1 charakteristische größere Region mit Ähnlichkeit zu dem löslichen 
neuronalen Olfactomedin (AC: L13595) [Karnik et al., 1993; Yokoe und Anholt, 1993]. 
Olfactomedin ist ein 57 kDa großes, glykosyliertes, extrazelluläres Matrix-Protein, 
welches von Bowman’schen Drüsen und sustentakulären Zellen im olfaktorischen 
Neuroepithel des Ochsenfrosches (Rana catesbeiana) exprimiert wird, Dimere und 
Multimere ausbildet und das Wachstum und die Differenzierung chemosensorischer 
Cilien beeinflußt [Yokoe und Anholt, 1993]. Die sich in Latrophilin anschließende Pro-
Thr-reiche Region mit Ähnlichkeit zu Mucin und anderen Pro-reichen Proteinen [Cyster 
et al., 1991; Gum et al., 1994], ist in dieser Form in HC110-R auch nicht zu finden. 
Aber HC110-R weist seinerseits einen der PT-Region möglicherweise entsprechenden 
‘Thr-Stretch‘ auf (Pos. 128-147, Abb. 5 und Abb. 7B, C). 
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                                        SP                       Lectin 
   HC110-R           ---------MRNVYILLLSVVGTFTVAEELPAQSNSSIVVCEGGTAELECPHGMVISIAL   51 
   Latrophilin-1     MARLAAALWSLCVTTVLVTSATQGLSRAGLPFGLMRRELACEGYPIELRCPGSDVIMVEN   60 
                                 *  :*:: .        **       :.*** . **.** . ** : 
   HC110-R           ANYGRYSARVCYENEELDDVVPMTQCHNPKTMPTLRKSCDGRRECHFVVGNDFFVHDPCP  111 
   Latrophilin-1     ANYGRTDDKICDADP---FQMENVQCYLPDAFKIMSQRCNNRTQCVVVAGSDAFP-DPCP  116 
                     ***** . ::*  :      :  .**: *.::  : : *:.* :* .*.*.* *  **** 
   HC110-R           GVKKYLEVTYLCVADVTTTT----------------------------------------  131 
   Latrophilin-1     GTYKYLEVQYDCVPYIFVCPGTLQKVLEPTSTHESEHQSGAWCKDPLQAGDRIYVMPWIP  176 
                     *. ***** * **. : . . 
   HC110-R           ------------------------------------------------------------ 
   Latrophilin-1     YRTDTLTEYASWEDYVAARHTTTYRLPNRVDGTGFVVYDGAVFYNKERTRNIVKYDLRTR  236 

   HC110-R           ------------------------------------------------------------ 
   Latrophilin-1     IKSGETVINTANYHDTSPYRWGGKTDIDLAVDENGLWVIYATEGNNGRLVVSQLNPYTLR  296 

   HC110-R           ------------------------------------------------------------ 
   Latrophilin-1     FEGTWETGYDKRSASNAFMVCGVLYVLRSVYVDDDSEAAGNRVDYAFNTNANREEPVSLA  356 
                  T-reich 
   HC110-R           --------------------------------------------------TTTTTTTTTT  141 
   Latrophilin-1     FPNPYQFVSSVDYNPRDNQLYVWNNYFVVRYSLEFGPPDPSAGPATSPPLSTTTTARPTP  416 
                                                                       :****: .*. 
   HC110-R           TTSTTTEVEDDVKEDMSAKSAPS----------------------------------TCA  167 
   Latrophilin-1     LTSTASPAATTPLRRAPLTTHPVGAINQLGPDLPPATAPAPSTRRPPAPNLHVSPELFCE  476 
                      ***:: .     .  . .: *                                    * 
                                       C-Signatur 
   HC110-R           ATSRRGIEWPATISGTTVNRPCPEGTRGTSSWKCS-AEGLWSEPGPNTIECRSDWTIQRQ  226 
   Latrophilin-1     PREVRRVQWPATQQGMLVERPCPKGTRGIASFQCLPALGLWNPRGPDLSNCTSPWVNQVA  536 
                     . . * ::**** .*  *:****:**** :*::*  * ***.  **:  :* * *. * 
   HC110-R           DALEETIKDQ-DASGIPELLRAMTSDTRRPMVAGDLPKLLNILDIVQDVVG---REVWAK  282 
   Latrophilin-1     QKIKSGENAANIASELARHTRGSIYAGDVSSSVKLMEQLLDILDAQLQALRPIERESAGK  596 
                     : ::.  :    ** :..  *.       .  .  : :**:***   :.:    **  .* 
   HC110-R           SSQKLVN---------QLIVNVVHNALR--AKEMWQNWPSVKRQTFATRLLNGVERAMTS  331 
   Latrophilin-1     NYNKMHKRERTCKDYIKAVVETVDNLLRPEALESWKDMNATEQVHTATMLLDVLEEGAFL  656 
                     . :*: :         : :*:.*.* **  * * *::  :.::   ** **: :*.. 
   HC110-R           SSTTVYSSENYVQPLVMTEMSESIRTSSQPSNYFLFPSMALWAGENNVDSVDVPREALEM  391 
   Latrophilin-1     LADNVREPARFLAAKQNVVLEVTVLSTEGQVQELVFPQEYASESSIQLSANTIK----QN  712 
                      : .* .. .:: .   . :. :: ::.   : ::**.     .. ::.:  :     : 
   HC110-R           TGLDRARVYYASFANIGEEMEPPVEISAGSEQKPTGLERRRRIVSRVVAVSLVLDGKVIR  451 
   Latrophilin-1     SRNGVVKVVFILYNNLGLFLSTENATVKLAGEAGTGGPGGASLVVNSQVIAASINKESSR  772 
                     :  . .:* :  : *:*  :..       : :  **      :* .  .::  :: :  * 
               4 C-Region 
   HC110-R           LPILPKPIIITFHHYPEALRRMSSPECSWWDTED----MKWSTSGCSLQSHNSTHTVCAC  507 
   Latrophilin-1     VFLMDPVIFTVAHLEAKNHFNAN---CSFWNYSERSMLGYWSTQGCRLVESNKTHTTCAC  829 
                     : ::   *: . *  .:   . .   **:*: .:      ***.** * . *.***.*** 
   HC110-R           SHMTHFAVLMDYVGHEISSEDNQLLTFLTYTGCTLSIVCLTLTFFCFVVFIKGGGDRVFI  567 
   Latrophilin-1     SHLTNFAVLMAHREIYQGRINELLLSVITWVGIVISLVCLAICISTFCFLRGLQTDRNTI  889 
                     **:*:***** :     .  :: **:.:*:.* .:*:***:: :  * .:     **  * 
   HC110-R           HKNLCASLGIAELVFLAGIWRTEEKFECGMIAGCLLYFFLSALTWMLLEGYQLYQMLVEV  627 
   Latrophilin-1     HKNLCINLFLAELLFLVGIDKTQYEVACPIFAGLLHYFFLAAFSWLCLEGVHLYLLLVEV  949 
                     ***** .* :***:**.** :*: :. * ::** * ****:*::*: *** :** :**** 
   HC110-R           FPASRRRFTFFLVG-YGLPAIITGAAAYYDPTGFGTRNHCWLRTDNLFILFFVAPAAVIL  686 
   Latrophilin-1     FESEYSRTKYYYLGGYCFPALVVGIAAAIDYRSYGTEKACWLRVDNYFIWSFIGPVSFVI 1009 
                     * :.  * .:: :* * :**::.* **  *  .:**.: ****.** **  *:.*.:.::    
   HC110-R           LTNTMFLFMTMCIVYRHSKYIPCRHAADNGGDIRTWVKGAMGLVCLLGVTWTCGLLWIDD  746 
   Latrophilin-1     VVNLVFLMVTLHKMIRSSSVLKPDSSRLDN--IKSWALGAIALLFLLGLTWAFGLLFINK 1067 
                     :.* :**::*:  : * *. :    :  :.  *::*. **:.*: ***:**: ***:*:.  
   HC110-R           GHSIVMAYAFTIANSLQGLFIFVFHVLCSEKMRYDIARWCGKHGLSCISSG---------  797 
   Latrophilin-1     -ESVVMAYLFTTFNAFQGVFIFVFHCALQKKVHKEYS-KCLRHSYCCIRSPPGGAHGSLK 1125 
                      .*:**** **  *::**:******   .:*:: : :  * :*. .** *  
   HC110-R           -SRDTSRDLQKRGTMSPSERSGSEFIYPTSEKMHTS------------------------  832 
   Latrophilin-1     TSAMRSNTRYYTGTQSRIRRMWNDTVRKQTESSFMAGDINSTPTLNRGTMGNHLLTNPVL 1185 
                      *   *.     ** *  .*  .: :   :*. . : 
                                            P-reich 
   HC110-R           -PRGLESSLSSAYPQQP---------LIHHYQRRPPQQPNG------------------T  864 
   Latrophilin-1     QPRGGTSPYNTLIAESVGFNPSSPPVFNSPGSYREPKHPLGGREACGMDTLPLNGNFNNS 1245 
                      ***  *. .:  .:.          :    . * *::* *                  : 
                                                                          PEST 
   HC110-R           YDYATIAYGEMVPGHMLPRMASSFPHPGVAIHYPSFDLDSSYQPQIFHHRPPPDFSPPPP  924 
   Latrophilin-1     YSLRSGDFPPGDGGPEPPRGRNLADAAAFEKMIISELVHNNLRGASGGAKGPPPEPPVPP 1305 
                     *.  :  :     *   **  .    ...     *  :... :      : **  .* ** 
   HC110-R           PP---------------------------------AQGTTPSKVIRPPSSKMSDDSAYSD  951 
   Latrophilin-1     VPGVSEDEAGGPGGADRAEIELLYKALEEPLLLPRAQSVLYQSDLDESESCTAEDGATSR 1365 
                      *                                 **..  .. :  ..*  ::*.* * 
   HC110-R           GGSSSVLTTEVTPSGATVLRMDLGRNQPPNYWRNV-------------------------  986 
   Latrophilin-1     PLSSPPGRDSLYASGANLRDSPSYPDSSPEGPNEALPPPPPAPPGPPEIYYTSRPPALVA 1425 
                       **.    .: .***.:       :..*:  .:. 
   HC110-R           -----------------------------------------  
   Latrophilin-1     RNPLQGYYQVRRPSHEGYLAAPSLEGPGPDGDGQMQLVTSL 1466 
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Abb. 5. Aminosäurevergleich der deduzierten Aminosäuresequenzen von H. contortus HC110-R 
und Rattus norvegicus Latrophilin-1 (AC: U78105).  
Strukturelle Protein-Motive sind wie folgt gekennzeichnet: N-terminales Signalpeptid (SP, Pos. 1-21, 
schwarz und fett); Lectin-homologe Sequenz (Lectin, Pos. 22-125, pink und gepunktet); Thr-reiche 
Region (T-reich, Pos. 128-147, grau hinterlegt); Cys-reiche Signatur der Struktur 
CX9WX12CX9WXCX5WX9CX3W (C-Signatur, Pos. 166-221, rot und unterschlängelt, 4 Cys-Reste blau, 
fett und gelb hinterlegt, 4 Trp-Reste fett); 4-Cys-Region der Struktur CXWWX6WX4CX11CXC              
(4 C-Region, Pos. 478-524, rot und unterstrichen, 4 Cys-Reste blau, fett und gelb hinterlegt, 3 Trp-Reste 
fett); 7 Transmembran-Domänen (zwischen Pos. 536-772, grün, fett und unterstrichen); Pro-reiche Region 
(P-reich, Pos. 845-861, blau und grau hinterlegt); PEST-Region (PEST, Pos. 915-933, blau und grau 
hinterlegt); 3 N-Glykosylierungsstellen (Pos. 26, 499 und 862, fett); und das unter Sekretin-GPCRs eine 
hoch konservierte putative Disulfid-Bindung ausbildende Cys-Cys-Paar (Pos. 595 und 666, blau, fett, gelb 
hinterlegt und doppelt unterstrichen). Identische AS sind mit einem Sternchen, stark verwandte AS mit 
einem Doppelpunkt und verwandte AS mit einem einzelnen Punkt markiert. 

Die N-Termini der untereinander sequenzähnlichen Proteine HC110-R, B0457 und 
Latrophilin-1, -2 und -3 weisen eine signifikante Ähnlichkeit zu der kompletten 
Aminosäuresequenz (105 AS; AC: P22031) der 11,5 kDa großen UE des D-Galactose-
bindenden Lectins aus Seeigeleiern (Anthocidaris crassispina) auf [Ozeki et al., 1991]. 
Dieses Lectin liegt als Homodimer vor und spielt eine Rolle bei der Entwicklung des 
Seeigels [Ozeki et al., 1995]. Für die ersten 126 AS des N-Terminus von HC110-R 
besteht eine 27 %ige Identität (34/126 AS) und 41 %ige Ähnlichkeit (56/126 AS) zu 
dem D-Galactose-bindenden Seeigel-Lectin. Das B0457-Protein weist eine 24 %ige 
Identität (32/136 AS) und 39 %ige Ähnlichkeit, Latrophilin-1, -2 und -3 (stellvertretend 
sei hier Latrophilin-3 angegeben) eine 26 %ige Identität (33/126 AS) und 46 %ige 
Ähnlichkeit (58/126 AS) zu dem Seeigel-Lectin auf (Abb. 6). 

   HC110-R   MR-N---VYILLLSVVG------TFTVAEELPAQSNS---SIVVCEGGTAELECPHGMVISIALANYGRY   57 
   CEB0457   MR-RNKTTYSLLQTILVACLLTVTPTFASNKPTTDESGTISHTICDGEAAELSCPAGKVISIVLGNYGRF   69 
   BTLAT-3   MWPSQLLVFMMLLAPIIH-----AFSRAPIPMAVVRR----ELSCESYPIELRCPGTDVIMIESANYGRT   61 
   ECLECTIN  -------------------------ELVSEFCLKKER------VCEDSSLTISCPEGEGIVIYDAIYGRK   39 
             :          :               :       .        *:. . .: ** . .* *  :.*** 
 
   HC110-R   SARVCYENEELDDVVP-MTQCHNPKTMPTLRKSCDGRRECHFVVGNDFFVHDPCPGVKKYLEVTYLCVAD  126 
   CEB0457   SVAVCLPD---NDIVPSNINCQNHKTKSILEKKCNGDSMCYFTVDKKTFTEDPCPNTPKYLEVKYNCVVP  136 
   BTLAT-3   DDKICDSD----PAQMENIRCYLPDAYKIMSQRCNNRTQCAVVAGPDVFP-DPCPGTYKYLEVQYECVPY  126 
   ECLECTIN  RGEVCPGL---FGAFTKNRKCRSSNSQQVVENSCEGKSSCTVLASNSVFG-DPCPGTAKYLAVTYICSFL  105 
                :*            :..*   .:     : *:.   * ...... *  ****:: ***.* * *: 

Abb. 6. Aminosäurevergleich von HC110-R zu anderen Proteinen mit Lectin-homologer Sequenz. 
HC110-R, H. contortus HC110-R; CEB0457, C. elegans deduzierte Aminosäuresequenz des Cosmidklons 
B0457 (AC: Z54306; Wilson et al., 1994); BTLAT-3, Bos taurus Latrophilin-3 Spleißvariante               
(AC: AF111085; Matsushita et al., 1999); ECLECTIN, Echinocardium cordatum D-Galactose-bindendes 
Lectin (AC: P22031; Ozeki et al., 1991). 
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Abb. 7. Struktur-Modell von Haemonchus contortus HC110-R und Rattus norvegicus Latrophilin-1. 
(A) Hydrophobizitätsplot von HC110-R, der die Position der 7 Transmembran-Domänen (1-7) nach Kyte 

und Doolittle [1982] und Klein et al. [1985] angibt. 
(B) Protein-Struktur von HC110-R, die die charakteristischen Motive schematisch darstellt: Signal-

Sequenz (SP, dunkelgrau), Lectin-Domäne (Lectin, pink), ‘Thr-Stretch‘ (T-reich, hellgrau), Cys-
Signatur (Signatur, rot), 4 Cys-Motiv (4 C-Region, rot), 7 Transmembran-Domänen (TM-Domänen 
1-7, grün), Pro-reiche Domäne (P-reich, blau mit weißen Schrägstreifen) und PEST-Region (PEST, 
dunkelblau). Die 3 putativen N-Glykosylierungsstellen (N), die 4 Cys-Reste der 4 C-Signatur und die                         
2 konservierten, eine putative Disulfid-Bindung ausbildenden Cys-Reste (dünne Linie ohne 
Großbuchstaben) sind unterhalb des Diagramms eingezeichnet. 

(C) Protein-Struktur von Latrophilin-1. Zu HC110-R homologe Motive sind wie in (B) dargestellt. Dem 
Latrophilin-1-Rezeptor fehlt der ‘Thr-Stretch‘, aber er verfügt über einige zusätzliche Motive: ein 
Olfactomedin Binde-Motiv (Olfactomedin), eine Pro-Thr-reiche Region (P-T-reiche Region), eine 
Linker-Domäne (Linker) und eine ausgedehnte Region mit mehreren Repeats (Long). 
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Ein Datenabgleich auf Protein-Ebene mit dem Programm „PRINTS BLAST“ (31860 
Sequenzen; Version 1.4.9MP, Dezember 1999) nach Altschul et al. [1990] ergab, daß         
40 von 60 GPCRs mit einer Sequenzähnlichkeit zu HC110-R zur Sekretin-Familie 
gehören (Tab. 5). Einige Mitglieder der Sekretin-Familie sind auffallend groß und 
besitzen einen für GPCRs langen N-Terminus; neben den Latrophilinen mit 
durchschnittlich 210 kDa, B0457 mit 113 kDa und HC110-R mit 110 kDa, gehören 
auch die Celsr1-Rezeptoren mit 337 kDa, die EMR1-Hormon-Rezeptoren mit 100 kDa 
und die CD97-Rezeptoren mit durchschnittlich 90 kDa zu der Unterfamilie der „großen 
Sekretin-Rezeptoren“. 

% Sequenzidentität / 
Ähnlichkeit über Sekretin-Vertreter Organismus AS Literatur 

N-Term. 7-TM Gesamt 

Mensch (AC: Q14246) 886 Baud et al., 1995 30/58 33/49 31/49 
EMR1-Hormon-Rezeptor 

Maus (AC: Q61549) 931 McKnight et al., 1996; 
Lin et al., 1997 

38/42 33/49 33/52 

CD97 Leukozyten-
Antigen-7-TM-Rezeptor Mensch (AC: P94630; P48960) 835 Hamann et al., 1995; 1996 27/48 34/49 30/45 

Cadherin-7-TM-
Rezeptor (Celsr1) Maus (AC: O35161; G3800738) 3034 Hadjantonakis et al., 

1998 
48/50 30/49 32/48 

Mensch (AC: P34998) 444 Chen et al., 1993;  
Vita et al., 1993; - 26/41 26/42 

Ratte (AC: P35353; P47866) 415 Chang et al., 1993; 
Perrin et al., 1993; 

- 24/40 24/41 

Maus (AC: P35347; A56726) 415 Vita et al., 1993 - 25/41 25/41 

Corticotropin-
freisetzender 

Rezeptor 
(CRF-1 und -2) 

Afrikan. Klauenfrosch 
Xenopus laevis (AC: O42602) 415 Dautzenberg et al., 

1997 
36/44 24/41 23/41 

Mensch (AC: P30988) 490 Kuestner et al., 1994 - 22/40 23/42 

Schwein (AC: P25117) 498 - - 24/42 25/43 

Ratte (AC: Q63118) 464 Njuki et al., 1993 - 25/39 25/39 Calcitonin-Rezeptor 

Maus (AC: Q60755) 515 Yamin et al., 1994 - 26/41 26/43 

Mensch (AC: P41587) 438 Svoboda et al., 1994; 
Wei und Mofsov, 1996 

- 24/39 23/38 

Ratte (AC: P35000) 437 Lutz et al., 1993;  
Usdin et al., 1994 - 24/41 24/41 

Vasoaktiver 
intestinaler 

Polypeptid-Rezeptor 
(VIP-R-2) 

Maus (AC: P41588) 437 
Inagaki et al., 1994; 
Delgado et al., 1996 - 24/41 24/41 

Mensch (AC: Q03431) 593 Schipani et al., 1993; 
Schneider et al., 1993 - 24/39 24/40 Parathyroider 

Hormon-Rezeptor Nordamerik. Opossum 
(AC: P25107) 585 Jüppner et al., 1991 - 22/39 23/40 

Mensch (AC: Q02643) 423 Mayo, 1992;  
Gaylinn et al., 1993 

33/42 26/46 21/40 

Ratte (AC: Q02644) 464 Lin et al., 1992;  
Mayo, 1992 

- 25/41 25/43 

Wachstumshormone-
freisetzender Hormon-
Rezeptor (GHRH-R) 

Maus (AC: P32082) 423 Lin et al., 1992; 1993 - 24/39 25/40 

Diuretischer Hormon-
Rezeptor (DH-R) 

Tabak-Hornwurm Manduca 
sexta (AC: P35464) 

395 Reagan, 1994 - 24/40 24/40 

Tab. 5. Vertreter der Sekretin-Rezeptorfamilie mit Sequenzidentität zu HC110-R. 
Aufgeführt sind 9 verschiedene Vertreter der Sekretin-Unterfamilie in verschiedenen Organismen, die 
Größe ihrer Aminosäuresequenz sowie die prozentuale Sequenzidentität und -ähnlichkeit zu HC110-R 
über den N-Terminus (N-Term.), die 7 Transmembran-Domänen (7-TM) und die komplette 
Aminosäuresequenz (Gesamt). 



Ergebnisse 67 
 

                        I                i1                   II             e1 
   HC110-R  TFLTYTGCTLSIVCLTLTFFCFVVFIKGGGDRVFIHKNLCASLGIAELVFLA---------GIWRTEEK-   592  
   BTLAT-3  DVITWVGILLSLVCLLICIFTFCFFRGLQSDRNTIHKNLCISLFVAELLFLI---------GINRTDQPI   938  
   RNLAT-1  SVITWVGIVISLVCLAICISTFCFLRGLQTDRNTIHKNLCINLFLAELLFLV---------GIDKTQYEV   915  
   MMEMR1   YIISHVGTVISLVCLALAIATFLLCRAVQNHNTYMHLHLCVCLFLAKILFLT---------GIDKTDNQT   708  
   HSCD97   TLITRVGLALSLFCLLLCILTFLLVRPIQGSRTTIHLHLCICLFVGSTIFLA---------GIENEGGQV   515  
   MMCADH   KTLTYVALGVTLAALMLTFLFLTLLRALRSNQHGIRRNLTAALGLAQLVFLL---------GINQAD—LP   525  
   XLCRF1   IVINFLGHSISLCALLVAFILFLRLRSIRCLRNIIHWNLITAFILRNVTWFVMQLTLSHEA-----HDSN   184  
   RNVIP2   KAIYTLGYSVSLMSLTTGSIIICLFRKLHCTRNYIHLNLFLSFMLRAISVLVKDSVLYSSSGTLRCHDQP   195  
   HSGHRH   KIIYTVGHSISIVALFVAITILVALRRLHCPRNYVHTQLFTTFILKAGAVFLKDAALFHSDDTDHC---S   196  
            --i--vG--iSlvcL-l----f---r-l---rn-iH-nLc--l-la---fl----------gi--t---- 
                             III           i2     IV 
   HC110-R  ---FECGMIAGCLLYFFLSALTWMLLEGYQLYQML-----VEVFPASRRRFTFF-LVGYGLPAIITGAAA   653  
   BTLAT-3  A----CAVFAALLHFFFLAAFTWMFLEGVQLYIML-----VEVFESEHSRRKYFYLVGYGMPALIVAVSA   999  
   RNLAT 1  A----CPIFAGLLHYFFLAAFSWLCLEGVHLYLLL-----VEVFESEYSRTKYYYLGGYCFPALVVGIAA   976  
   MMEMR1   A----CAIIAGFLHYLFLACFFWMLVEAVMLFLMVRNLKVVNYFSSRNIKMLHLCAFGYGLPVLVVIISA   774  
   HSCD97   G--LRCRLVAGLLHYCFLAAFCWMSLEGLELYFLV-----VRVFQGQGLSTRWLCLIGYGVPLLIVGVSA   578  
   MMCADH   ---FACTVIAILLHFLYLCTFSWALLEALHLYRALTEVRDVNA-----SPMRFYYMLGWGVPAFITGLAV   587  
   XLCRF1   VVW--CRLVTIAHNYFYVTNFFWMFGEGCYLHTAI-----VLTYSTDKLRKWMFICIGWCIPFPIIVAWA   247  
   RNVIP2   GSWVGCKLSLVFFQYCIMANFYWLLVEGLYLHTLL-----VAILPPSR-CFLAYLLIGWGIPSVCIGAWI   259  
   HSGHRH   FSTVLCKVSVAASHFATMTNFSWLLAEAVYLNCLL-----ASTSPSSRRAFWWLVLAGWGLPVLFTGTWV   261  
            -----C---a--lhy-fl--f-WmllEg--Ly--l-----v-vf-----r-----l-GyG-Pa-i-g--a 
          e2         V      i3 
   HC110-R  YYDPTGFGTRNHCWLRTDNLFILFFV--APAAVILLTNTMFLFMTMCIVYRHSK--YIPCRHAADNGGDI   719  
   BTLAT-3  AVDYRSYGTDKVCWLRLDTYFIWSFI--GPATLIIMLNVIFLGIALYKMFHHTAIL----KPESGCLDNI  1063  
   RNLAT-1  AIDYRSYGTEKACWLRVDNYFIWSFI--GPVSFVIVVNLVFLMVTLHKMIRSSSVL----KPDSSRLDNI  1040  
   MMEMR1   SVQPRGYGMHNRCWLNTETGFIWSFL--GPVCMIITINSVLLAWTLWVLRQKLCSV----SSEVSKLKDT   838  
   HSCD97   AIYSKGYGRPRYCWLDFEQGFLWSFL--GPVTFIILCNAVIFVTTVWKLTQKFSEI----NPDMKKLKKA   642  
   MMCADH   GLDPEGYGNPDFCWLSVYDTLIWSFA--GPVAFAVSMSVFLYILS-------ARASCAAQRQGFEKKGPV   648  
   XLCRF1   IGKL-YYDNEK-CWFGKKAGVYTDFIYQGPVILVLLINFIFLFNIVRILMTKLR----ASTTS--ETIQY   309  
   RNVIP2   ATRL-SLEDTG-CWDTNDHSIPW-WVIRMPILISIVVNFALFISIVRILLQKLT----SPDVGGNDQSQY   322  
   HSGHRH   SCKL-AFEDIA-CWDLDDTSPYW-WIIKGPIVLSVGVNFGLFLNIIRILVRKLE----PAQGSLHTQSQY   324  
            ------yg----CWl-----fiw-f---gP---ii--N---l------l--------------------- 
           VI  e3  VII 
   HC110-R  RTWVKGAMGLVCLLGVTWTCGLLWIDDGHSIVMAYA--FTIANSLQGLFIFVFHVLCSEKMR           779  
   BTLAT-3  KSWVIGAIALLCLLGLTWAFGLMYINES-TVIMAY--LFTIFNSLQGMFIFIFHCVLQKKVR          1117  
   RNLAT-1  KSWALGAIALLFLLGLTWAFGLLFINKE-SVVMAY--LFTTFNAFQGVFIFVFHCALQKKVH          1094  
   MMEMR1   RLLTFKAIAQIFILGCSWVLGIFQIGPL-ASIMAY--LFTIINSLQGAFIFLIHCLLNRQVR           897  
   HSCD97   RALTITAIAQLFLLGCTWVFGLFIFDDR-SLVLTY--VFTILNCLQGAFLYLLHCLLNKKVR           701  
   MMCADH   SG-LRSSFTVLRLLSATWLLALLSVNSD---TLLFHYLFAACNCVQGPXIFXSYVVXSKEVR           706  
   XLCRF1   RKAVKATLVLLPLLGITYMLFFVTPGEDEISRIVFIYFNSFLQSFQGFFVSVFYCFLNSEVR           371  
   RNVIP2   KRLAKSTLLLIPLFGVHYMVFAAFP--IGISSTYQILFELCVGSFQGLVVAVLYCFLNSEVQ           382  
   HSGHRH   WRLSKSTLFLIPLFGIHYIIFNFLP--DNAGLGIRLPLELGLGSFQGFIVAILYCFLNQEVR           384  
            ----k----ll-LlG-tw--gl-----------ay---fti-ns-QG-fif--hc-l---vr 

Abb. 8. Aminosäurevergleich des 7 Transmembran-Rezeptors HC110-R und verschiedener           
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren der Sekretin-Subfamilie.  
HC110-R, H. contortus orphaner heptahelikaler Transmembran-Rezeptor (AC: AJ272270); BTLAT-3, 
Bos taurus Latrophilin-3 (diverse Spleißvarianten, AC: G4164053-G4164075); RNLAT-1, Rattus 
norvegicus Latrophilin-1 (AC: U78105; U72487); MMEMR1, Mus musculus EMR1 Hormonrezeptor-
Vorläufer (AC: Q61549); HSCD97, Homo sapiens Leukozyten aktivierendes Antigen CD97                     
(AC: P48960); MMCADH, M. musculus Cadherin 7 Transmembran-Rezeptor-Vorläufer                        
(AC: G3800738); XLCRF1, Xenopus laevis Corticotropin freisetzender Rezeptor-Vorläufer 1                  
(AC: O42602); RNVIP2, R. norvegicus vasoaktiver intestinaler Polypeptid-Rezeptor-Vorläufer 2          
(AC: P35000) und HSGHRH, H. sapiens Wachstumshormone freisetzender Hormonrezeptor-Vorläufer 
(AC: Q02643). Die 7 Transmembran-Domänen sind grau-hinterlegt (I-VII) und die beiden hoch-
konservierten, eine putative Disulfidbindung ausbildenden Cysteine sind fett dargestellt. e1-e3 sowie i1-i3 
(fett) über den Sequenzen kennzeichnen die 3 extra- und intrazellulären Loops. Identische Aminosäuren 
wurden mit Großbuchstaben und Aminosäuren, die in nahezu allen Sequenzen vorkommen, mit kleinen 
Buchstaben unter dem Sequenzabgleich hervorgehoben. 
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So weist der komplette heptahelikale HC110-R eine 21-33 %ige Identität, bzw.          
38-52 %ige Ähnlichkeit zu den Gesamtsequenzen diverser heptahelikaler GPCRs der 
Sekretin-Unterfamilie auf. Die höchste Sequenzidentität zwischen HC110-R und 
diversen Sekretin-Vertretern liegt aber mit einer Sequenzidentität von 22-34 %, bzw. 
Ähnlichkeit von 39-49 % im Bereich der 7 Transmembran-Elemente (Tab. 5), wobei die 
hydrophilen intra- und extrazellulären Schleifenregionen eine stärkere Divergenz 
zwischen verschiedenen Rezeptoren zeigen (Abb. 8). Die C-Termini der einzelnen 
Sekretin-Mitglieder weisen dagegen keine signifikante Sequenzidentität untereinander 
auf, und selbst bei den N-Termini sind nur einzelne Bereiche oder Motive ähnlich. 
HC110-R, B0457, die Latrophiline und die in Tab. 5 aufgeführten Mitglieder der 
Sekretin-Familie besitzen viele charakteristische Kennzeichen innerhalb der                        
7 Transmembran-Regionen, wie bspw. negativ geladene AS in der 3. Transmembran-
Domäne (E, C, S, T, Y), ein Gly-Pro-Motiv GXGXP in der 4. Transmembran-Domäne 
(mit Ausnahme von XLCRF1 mit GXCXP, Abb. 8), einen konservierten Pro- und Asn-
Rest in der 5. Transmembran-Domäne und 2 hochkonservierte Cysteine in den 
extrazellulären Loops 1 und 2 (Abb. 8).  

3.3 Heterologe Expression von HC110-R 

Im folgenden sollte die Integrität der HC110-R-cDNA überprüft werden. Hierzu 
galt es nachzuweisen, ob die konstruierte HC110-R-cDNA das erwartete Produkt von 
110 kDa erzeugt, und ob die deduzierte Aminosäuresequenz in einem geeigneten 
Expressionssystem tatsächlich exprimiert wird und sogar funktional ist. 

3.3.1 In vitro Transkription und Translation 

Mit Hilfe des zellfreien TNT T7/T3 gekoppelten Kaninchen-Retikulocytenlysat-
Systems wurde die vollständige HC110-R-Sequenz in Gegenwart von 35S-markiertem 
Methionin und Cystein in vitro transkribiert (Abb. 9A) und translatiert. Die 
Translationsprodukte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 9B).  

Das Hauptprodukt bildet erwartungsgemäß eine Bande bei 110 kDa. Weitere zusätzliche 
Produkte kleineren Molekulargewichtes, die möglicherweise durch Initiation an einem 
strangabwärts gelegenen ATG-Kodon hätten zustande kommen können, wurden nicht 
beobachtet. Als Positivkontrolle wurde Luziferase-DNA mittranskribiert und die 
mRNA, die für ein Protein aus 61 kDa kodiert, anschließend translatiert. Die 
Negativkontrolle ohne DNA schließt unspezifische Reaktionsprodukte aus (Abb. 9B).  



Ergebnisse 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9. In vitro Transkription und Translation. 
(A) In vitro Transkription. 2 µg der mit HindIII bzw. SalI hinter dem Stop-Codon linearisierten und 

aufgereinigten HC110-R Plasmid-DNA wurden mit T3-Phagen-Polymerase für 2 h bei 37 °C           
in vitro transkribiert (Spur 1). Die resultierende mRNA wurde in einem denaturierenden               
1,2 %igen Glyoxalgel mit glyoxyliertem EcoRI/HindIII doppelt verdauten λ-DNA-Marker als 
Längenstandard aufgetrennt (Spur M) und das Gel nachträglich mit Ethidiumbromid gefärbt. 

(B)  In vitro Translation von in vitro transkribierter HC110-R-mRNA. Die in vitro Translation 
erfolgte mit dem Kaninchen Retikulozytenlysat in Gegenwart von 35S-Methionin und 35S-Cystein 
Translabel. Die Produkte wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel 
wurde für 30 min in 1 M Natriumsalizylat inkubiert, unter Vakuum getrocknet und mit 
Verstärkerfolie bei - 80 °C exponiert. Spur 1: In vitro Translationsansatz von in vitro 
transkribierter HC110-R-RNA. Spur 2: Negativ-Kontrolle; in vitro Translationsansatz ohne 
RNA. Spur 3: Positiv-Kontrolle; in vitro Translation der Luziferase-Kontroll-RNA.  

3.3.2 N- und C-terminale Proteinsequenzierung 

Um ausreichende Proteinmengen für eine Ansequenzierung des HC110-R-
Proteins und eine Immunisierung zur Herstellung von polyklonalen Antikörpern gegen 
HC110-R zu erhalten, wurde E. coli als Wirtssystem gewählt. Für die Proteinexpression 
in E. coli wurden drei HC110-R Fragmente erzeugt: Zum einen wurde die 2958 bp lange 
HC110-R-cDNA, die den kodierenden Bereich von HC110-R (AS 1-986) umfaßt, mit 
den Primern P84_ATGBamHI und P3121_TGAHindIII amplifiziert und gerichtet in den 
pRSET B-Expressionsvektor ligiert. Ein Fragment aus 1335 bp, das für den HC110-R 
N-Terminus bis vor das 4-Cys-Motiv (AS 1-445) kodiert, wurde mit den Primern 
P84_ATGBamHI und P1434_TGAHindIII amplifiziert; und ein weiteres Fragment aus 
643 bp, das für den C-Terminus nach der 7. Transmembran-Domäne (AS 797-986) 
kodiert, wurde mit den Primern P2486_ATGBamHI und P3121_TGAHindIII 
amplifiziert. Mit Hilfe der mitamplifizierten Restriktionsschnittstellen wurden die 
Konstrukte gerichtet in den Expressionsvektor pRSET B kloniert und mit dem N-
terminalen 6x His-Tag unter Beachtung des Leserasters fusioniert. Die Überprüfung des 
Leserasters der klonierten cDNAs erfolgte durch Sequenzierung mit 

A BM 1 1 2 3

3,6 kbp

110 kDa

61 kDa
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sequenzspezifischen IR-Primern. Die jeweilige cDNA kodiert damit unter 
Berücksichtigung des aus 38 AS bestehenden N-terminalen His-Tags für ein                  
114 kDa großes HC110-R-Fusionsprotein, ein 54 kDa großes N-terminales und ein       
21 kDa großes C-terminales HC110-R Proteinfragment. Der pRSET-Expressionsvektor 
wird über einen viralen Promotor des Bakteriophagen T7 kontrolliert. Die Klonierung 
erfolgte daher zunächst in den E. coli XL1-Blue-Stamm, der kein Gen der T7 RNA-
Polymerase enthält, und anschließend in den E. coli-Stamm BL21(DE3)pLysS, der 
zusätzlich ein über eine Chloramphenicol-Resistenz stabilisiertes Plasmid pACYC184 
enthält, welches in geringen Mengen das T7-Lysozym, einen natürlichen Inhibitor der 
T7 RNA-Polymerase, exprimiert. Da die BL21(DE3)pLysS-Zellen unter der Kontrolle 
des lacUV5 Promotors stehen, erfolgte die Expression der 3 verschiedenen HC110-R-
Fusionsproteine durch Zugabe von IPTG. Nach Gewinnung der E. coli-Gesamtproteine 
aus den jeweiligen induzierten und nicht-induzierten Fraktionen, wurde die Expression 
der 3 HC110-R-Fragmente zum einen durch Coomassie-Färbung von SDS-
Polyacrylamidgelen (Abb. 10A), und zum anderen durch Western Blot-Analyse mit 
einem Maus-anti-His IgG-Primär- und einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-
Sekundärantikörper (Abb. 10C) überprüft.  

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 10. Heterologe Expression von HC110-R in E. coli. 
(A) Coomassie-gefärbtes 12 %iges SDS-Trenngel mit je 20 µg Gesamtprotein mit nicht-induziertem und 

IPTG-induziertem 114 kDa HC110-R (Spur 1 und 2); 54 kDa HC110-R N-Terminus (Spur 3 und 4) 
und 21 kDa HC110-R C-Terminus (Spur 5 und 6). Als Längenstandard diente der Prestained SDS-
Marker (Spur M). 

(B) Coomassie-gefärbte, über IMAC-Affinitätschromatographie aufgereinigte Eluate (je 5 µg/Spur) des 
21 kDa großen HC110-R C-Terminus (Spur 1) und des 54 kDa großen HC110-R N-Terminus         
(Spur 2). Als Größenstandard wurde der Prestained SDS-Marker (Spur M) mit aufgetragen. 

(C) Je 15 µg Gesamtprotein des nicht-induzierten und induzierten N-terminal mit einem His-Tag 
fusionierten 21 kDa (Spur 1 und 2), und 54 kDa (Spur 3) großen HC110-R Fragment wurden im 
Western Blot mit einem monoklonalen Maus-anti-His IgG-Primärantikörper (0,1 µg/ml) und einem 
monoklonalen Kaninchen-anti-Maus-IgG-HRP-Sekundärantikörper (1:25000) auf ihre Expression hin 
untersucht. 
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In zwei Fällen, dem 54 kDa großen N-terminalen und dem 21 kDa großen C-terminalen 
HC110-R-Proteinfragment konnte das gewünschte Protein nach IPTG-Induktion in 
ausreichender Qualität (Abb. 10A, C) exprimiert werden. Das 114 kDa große HC110-R-
Protein mit N-terminalem His-Tag wurde nach der Induktion nur mit geringer Ausbeute 
exprimiert (Abb. 10A). Auch in Abwesenheit von IPTG erfolgte durch die T7 RNA-
Polymerase eine geringe Basalexpression der 3 HC110-R-Proteinfragmente in den 
„nicht-induzierten“ Proben (Abb. 10A). 

Das 54 kDa große N-terminale sowie das 21 kDa große C-terminale HC110-R-
Fusionsprotein mit N-terminalem His-Tag wurden im Anschluß an die Induktion über 
eine immobilisierte Metall-Affinitätschromatographie (IMAC) angereichert (Abb. 10B). 
Über Centricon-Röhrchen oder Dialyse wurde das Imidazol und ggf. der Harnstoff aus 
den Eluaten entfernt. Die Qualität der aufgereinigten Proteine wurde in Coomassie-
gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen überprüft (Abb. 10B). 

Für die Verifizierung der deduzierten Aminosäuresequenz von HC110-R wurde 1 nmol 
des in E. coli exprimierten, aufgereinigten und entsalzten 21 kDa großen C-Terminus 
eingesetzt. Wegen des N-terminalen 6x His-Tags wurde das HC110-R-Fragment zum 
einen C-terminal nach dem schrittweisen Schlack-Kumpf-Abbau [Schlack und Kumpf, 
1926] in einer Modifikation von Boyd et al. [1992] sequenziert, und zum anderen 
wurden insgesamt 4 verschiedene Peptide des HC110-R C-Terminus nach einem 
tryptischen Verdau von insgesamt 25 pmol Protein N-terminal nach Hunkapiller et al. 
[1983] ansequenziert. 

Abb. 11. HPLC-Standardchromatogramm des HC110-R C-Terminus nach dem Trypsin-Verdau. 
25 pmol des in E. coli exprimierten, aufgereinigten und entsalzten C-Terminus von HC110-R wurden mit 
2 % Trypsin bei 37 °C über Nacht verdaut. Durch den Vergleich des HPLC-Standardchromatogramms 
von HC110-R mit dem Chromatogramm des Trypsin-Blankverdaus ohne HC110-R (nur 1 Peak, B) 
wurden 4 HC110-R-Peptide (1-4) für die N-terminale Sequenzierung ausgewählt. Auf der Abszisse ist die 
Zeit in min, auf der Ordinate sind die Absorptionseinheiten in mAU aufgetragen. 
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Mit Hilfe der C-terminalen Sequenzierung konnten die letzten beiden AS - ein Valin in 
Position -1 und ein Asparagin in Position -2 - identifiziert werden. Die Sequenz brach 
nach dem zweiten Zyklus ab; möglicherweise erniedrigten Asparagin- oder Serinreste 
die Ausbeute. 

Nach einer tryptischen Spaltung des aus 192 AS bestehenden 21 kDa HC110-R-
Proteins, wurden insgesamt 4 Peptidfraktionen durch den Vergleich des                 
HC110-R-HPLC-Standardchromatogrammes (Abb. 11; Fraktionen 1-4) mit dem 
Chromatogramm des Trypsin-Blankverdaus ausgewählt (vgl. Abb. 11; Trypsin-Peak B) 
und somit tryptische Autolyseprodukte von der N-terminalen Sequenzierung 
ausgeschlossen. Die abgespaltenen Aminosäuren wurden quantitativ durch ‘Reversed 
Phase’ HPLC erfaßt und über Retentionszeitvergleich mit dem vor der Sequenzanalyse 
erstellten Standardchromatogramm identifiziert. Die N-terminale Sequenzierung     
(Tab. 6) des ersten Peptids ergab Aufschluß über die 4 AS Glu-Phe-Ile-Tyr in Position 
820-823. Vom zweiten Peptid konnten die 12 AS Ser-Ala-Tyr-Pro-Gln-Gln-Pro-Leu-
Ile-His-His-Tyr in Position 842-853, die zum großen Teil die Pro-reiche Region 
umfassen, erfolgreich bestimmt werden. Das dritte Peptid beginnt mit den 8 AS Arg-
Pro-Pro-Gln-Gln-Pro-Asn-Gly in Position 856-863, die auch noch Teil der Pro-reichen 
Region sind und die N-Glykosylierungsstelle in Position 862 erfassen. Das vierte Peptid 
in Position 927-933 ist mit den 7 AS Ala-Gln-Gly-Thr-Thr-Pro-Ser Teil der PEST-
Region. 

Fraktion 1 EFIY Pos. 820-823 
Fraktion 2 SAYPQQPLIHHY Pos. 842-853 

Fraktion 3 RPPQQPNG Pos. 856-863 

Fraktion 4 AQGTTPS Pos. 927-933 

Tab. 6. N-terminale Aminosäuresequenzierung von 4 HC110-R-Peptiden nach Trypsin-Verdau.       
4 verschiedene HC110-R-Peptide (Fraktionen 1-4) wurden über HPLC isoliert und nach Hunkapiller et al. 
[1983] N-terminal ansequenziert. 

Die Ermittlung der zwei letzten C-terminalen AS-Reste und die korrekte Bestimmung 
von vier nach interner enzymatischer Spaltung N-terminal ansequenzierten 
Peptidfraktionen bestätigte die von der HC110-R-cDNA abgeleitete 
Aminosäuresequenz aus 986 AS. Verschiebungen des Leserasters durch nicht 
aufgetrennte Basenpaare bei der Nukleinsäuresequenzierung konnten somit 
ausgeschlossen werden. 

3.3.3 Transiente HC110-R-Expression in Säugerzellen 

Im folgenden sollte untersucht werden, wo HC110-R zellulär lokalisiert ist. Die 
heterologe Expression in Säugerzellen wurde gewählt, da bislang noch keine Zellinie 
aus H. contortus oder C. elegans etabliert worden ist. Um das Expressionsverhalten von 
HC110-R besser einschätzen zu können, wurden zur Kontrolle 2 andere GPCRs, ein   
β2-adrenerger Rezeptor und ein muscarinischer M1-Acetylcholin-Rezeptor, im gleichen 
System lokalisiert. 
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Um eine geeignete Zellinie für die konstitutive Expression von HC110-R in 
Säugerzellen zu finden, wurde zunächst das GFP-System verwendet. Wildtyp-GFP aus 
der pazifischen Qualle Aequorea victoria ist ein 27 kDa Monomer aus 238 AS, das nach 
Anregung mit UV-Licht (360–400 nm; Max. bei 395 nm) oder blauem Licht (440–       
480 nm; Max. bei 475 nm) grünes Licht mit einem Maximum von 509 nm emittiert, 
ohne dazu exogene Substrate oder Kofaktoren zu benötigen [Chalfie et al., 1994]. Dank 
seiner zylinderartigen β-Faltblatt-Struktur (β-Can), mit dem durch α-Helizes rundum 
geschützten Chromophor im Inneren, behält GFP seine Fluoreszenz sogar nach längerer 
Inkubation in stark denaturierenden Agentien wie 6 M Guanidin-HCl, 8 M Harnstoff,     
1 % SDS oder nach einer Fixierung mit 3,7 % Formaldehyd bei [Bokman und Ward, 
1981; Yang, et al., 1996a]. Diese Struktur verhindert, daß der Chromophor dem 
Lösungsmittel ausgesetzt ist [Cody et al., 1993; Shimomura, 1979]. Somit läßt sich GFP 
in vivo fluoreszenzmikroskopisch leicht nachweisen und sein Fluoreszenzverhalten 
bleibt auch als Teil eines Fusionsproteins im wesentlichen unverändert. 

EGFP (‘enhanced‘ GFP) stellt eine genetische Variante des Wildtyp-GFP dar, bei der 
das Ersetzen der AS Phenylalanin in Position 64 durch Leucin (F64L) und Serin durch 
Threonin in Position 65 (S65T) zu einer verbesserten Faltung und einer um das 35fache 
verstärkten Fluoreszenz führt [Yang et al., 1996a; 1996b]. Verglichen mit dem Wildtyp-
GFP bleichen die Modifikationen weniger schnell aus, da ihre Anzahl an korrekt 
gefalteten und fluoreszierenden GFP-Proteinen bei 37 °C stark erhöht ist. EGFP wird 
deshalb bevorzugt zur Transfektion von Säugerzellen eingesetzt. Das 
Anregungsmaximum von EGFP wurde durch die Substitution von 395 nm bzw. 470 nm 
beim Wildtyp-GFP auf nur ein Maximum von 490 nm verschoben (Rot-Shift-Variante).  
Die für eine transiente Transfektion eingesetzten Vektoren pEGFP-C1 und pEGFP-N3 
können anstelle einer Kotransfektion zweier Plasmide zur Fusion von anderen Proteinen 
an den N- bzw. C-Terminus von EGFP verwendet werden, ohne seine Fluoreszenz dabei 
einzubüßen [Alexander et al., 1997]. Diese Tatsache macht EGFP zu einem 
Fluoreszenzmarker, der die Frequenz einer transienten Transfektion aufzeigt und 
subzelluläre Vorgänge wie Genexpression, Protein-Trafficking und Lokalisation in vivo 
und in situ ermöglicht [Chalfie et al., 1994].  
Die HC110-R-cDNA (Pos. 83-3057) wurde hierzu mit den Primern 
P83EGFP_ATGHindIII-5‘ und P3057EGFP_o.TGASalI-3‘ amplifiziert und unter 
Berücksichtigung des Leserasters über die HindIII- und SalI-Schnittstellen gerichtet in 
die beiden Expressionsvektoren pEGFP-C1 und pEGFP-N3 kloniert. Durch eine 
sequenzinterne Restriktion und eine Sequenzierung mit sequenzinternen Primern wurde 
die richtige Orientierung und das Leseraster überprüft. Damit wurde die in den pEGFP-
C1-Vektor klonierte HC110-R-cDNA N-terminal und die in den pEGFP-N3-Vektor 
klonierte HC110-R-cDNA C-terminal mit einem EGFP-Tag fusioniert. Es wurde 
berücksichtigt, daß das Entfernen von bereits einer AS am N-Terminus oder von        
10–15 AS am C-Terminus bereits zum vollständigen Verlust der GFP-Fluoreszenz 
geführt hätte. 
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Für vergleichende Expressionsversuche wurde die für einen β2-adrenergen Rezeptor 
(β2-R) aus der Maus kodierende cDNA (AC: P18762) [Nakada et al., 1989] mit einem 
C-terminalem EGFP-Tag fusioniert, indem die β2-R-cDNA (Pos. 117-1349) mit dem 
P117Mausβ2ARXhoI-5‘- und dem P1349Mausβ2AREcoRI-3‘-Primer amplifiziert und 
über die Schnittstellen XhoI und EcoRI gerichtet in den pEGFP-N3-Vektor kloniert 
wurde. Auf diesem Wege wurde auch die für den humanen muscarinischen Rezeptors 1 
(M1-R; AC: Y00508) [Allard et al., 1987] kodierende cDNA mit den Primern 
P70HumM1RezXhoI-5‘ und P1465HumM1RezEcoRI-3‘ amplifiziert (Pos. 70-1465) 
und C-terminal mit einem EGFP-Tag fusioniert. Auch hier wurden die jeweiligen 
Leseraster durch Sequenzierung überprüft. Die resultierenden Fusionsproteine wurden 
gemäß ihres N- oder C-terminalen EGFP-Tags GFP-HC110-R, HC110-R-GFP,             
β2-R-GFP oder M1-R-GFP genannt. 

3.3.3.1 Überprüfung der HC110-R-Expression 
Transiente Transfektionsexperimente mit einem HC110-R-GFP-Fusionsprotein 

wurden in den Säugerzellinien CHO-K1, HepG2, HeLa, COS-7 und HEK-293 
durchgeführt.  

Mittels RT-PCR wurde 48 h nach der Transfektion überprüft, ob die HC110-R-mRNA 
in den verschiedenen Säugerzellinien nachgewiesen werden konnte (Abb. 12A-C). 
Hierzu wurden die P2486_ATGBamHI-5’- und P3121_TGAHindIII-3’-Primer zur 
Amplifizierung eines 665 bp-HC110-R-Fragmentes eingesetzt (Pos. 2486-3121; Abb. 
12A, B). Außerdem wurde mit den P84_ATGBamHI-5’- und P593_5RACE-3’-Primern 
ein weiteres 521 bp-HC110-R-Fragment amplifiziert (Pos. 84-593; Abb. 12C). In Abb. 
12A wurden exemplarisch für die mit HC110-R-GFP transfizierte COS-7-Zellinie die 
stets mit durchgeführten Kontrollen dargestellt: Jeweils ein Reaktionsansatz enthielt 
keine RNA (Spur 5), in einem zweiten wurde die RNA zuvor mit DNase-freier RNase 
verdaut (Spur 6), in einem dritten wurde bei der RT-PCR keine MuLV-Reverse 
Transkriptase zusetzt (Spur 7) und Ein-Primer-Amplifikate wurden durch Verwendung 
nur eines Primers, des 5‘- (Spur 8) oder 3‘-Primers (Spur 9), ausgeschlossen. Weitere 
Kontrollen enthielten Gesamt-RNA nicht transfizierter oder GFP transfizierter Zellen 
(Abb. 12B, C). Die amplifizierten 665 bp-Fragmente wurden zusätzlich durch Agarase-
Verdau aufgereinigt und mit EcoRI geschnitten, um zu zeigen, daß die HC110-R-
Fragmente an ihrer internen EcoRI-Schnittstelle (Pos. 2557-2562) in 2 definierte 
Teilfragmente von 90 bp und 575 bp zerfielen (nicht gezeigt). Außerdem ließen sich die 
665 bp-Fragmente mit den internen Sequenzierprimern 6R2826-5‘ oder 2U2897-3‘ 
ansequenzieren. Somit konnte der Nachweis erbracht werden, daß es sich bei den 
amplifizierten 665 bp- oder 521 bp-Fragmenten eindeutig um spezifische HC110-R-
Fragmente handelte. Lediglich für die HeLa-Zellinie konnte die Expression von   
HC110-R nicht über den Nachweis der HC110-R-mRNA erfolgen (Abb. 12A, Spur 3). 
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Abb. 12. Nachweis von HC110-R spezifischen Sequenzen in transfizierten HEK-293-Zellen.  
(A) Durch RT-PCR wurde aus Gesamt-RNA transient HC110-R-GFP transfizierter CHO-K1- (1), 

HepG2- (2), HeLa- (3) und COS-7-Zellen (4) ein 665 bp großes HC110-R-Fragment mit den Primern 
P2486_ATGBamHI-5‘ und P3121_TGAHindIII-3‘ amplifiziert und im 2 %igen Agarosegel 
aufgetrennt. Zur Kontrolle wurden exemplarisch für die HC110-R-GFP transfizierten COS-7-Zellen 
die Kontrollansätze ohne RNA (5); mit zuvor RNase-verdauter RNA (6); ohne MuLV-Reverse 
Transkriptase (7) und zur Ermittlung von Ein-Primer-Amplifikaten die Reaktionsansätze nur mit dem 
5‘-Primer (8) oder dem 3‘-Primer (9) mit auf das Gel aufgetragen.  

(B) Durch RT-PCR wurde aus Gesamt-RNA transient HC110-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen (1) 
ein 665 bp großes HC110-R-Fragment mit den Primern P2486_ATGBamHI-5‘ und 
P3121_TGAHindIII-3‘ amplifiziert und im 2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde 
Gesamt-RNA nicht transfizierter (2) sowie GFP transfizierter HEK-293-Zellen (3) unter gleichen 
Bedingungen amplifiziert. 

(C) Aus Gesamt-RNA transient HC110-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen (2) wurde durch RT-PCR 
ein weiteres 521 bp großes HC110-R-Fragment mit den Primern P84_ATGBamHI-5‘ und 
P593_5RACE-3‘ amplifiziert und im 2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Zur Kontrolle wurde Gesamt-
RNA nicht transfizierter (1) sowie GFP transfizierter HEK-293-Zellen (3) unter gleichen   
Bedingungen amplifiziert. 

Die Längenbestimmung erfolgte jeweils durch 2 µg pUC-Marker (M). 

Die Expression des HC110-R-GFP-Proteins wurde zunächst mit Hilfe der Western Blot-
Analyse überprüft. Gesamtprotein aus GFP, HC110-R-GFP, β2-R-GFP bzw. M1-R-GFP 
transfizierten sowie nicht transfizierten COS-7- oder HEK-293-Zellen wurde                  
24 h (Abb. 13A, B) und 48 h (nicht gezeigt) nach der transienten Transfektion durch 
SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit einem Maus-anti-GFP IgG-Primär- und 
einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-Sekundärantikörper detektiert. Gesamtprotein 
GFP transfizierter HEK-293- und COS-7-Zellen wies eine starke Bande bei 27 kDa auf  
(Abb. 13A). Gesamtprotein HC110-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen zeigte eine 
signifikante Bande bei 137 kDa und eine weitere bei 27 kDa; diese GFP-Bande entsteht, 
wenn bei der Translation der HC110-R-GFP-cDNA auch das 3‘-upstream gelegene 
Start-ATG mit optimaler Kozak-Sequenz [Kozak, 1986; 1989] genutzt wird. Im Falle 
von Gesamtprotein aus HC110-R-GFP transfizierten COS-7-Zellen dagegen wurde 
ausschließlich das 137 kDa Translationsprodukt erkannt (Abb. 13A). Die beiden in 
HEK-293-Zellen exprimierten Fusionsproteine β2-R-GFP und M1-R-GFP wiesen je 
eine scharfe Bande bei 74 kDa bzw. 78 kDa auf (Abb. 13B). Gesamtprotein aus nicht 
transfizierten HEK-293-Zellen ergab kein Signal (n. t., Abb. 13A, B).  
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Abb. 13. Überprüfung der Expression von GFP-Fusionsproteinen mittels Western Blot-Analyse.  
(A) Gesamtprotein aus transient mit GFP (GFP) oder HC110-R-GFP (HC110-R) transfizierten sowie 

nicht transfizierten (n. t.) HEK-293- und COS-7-Zellen wurde 24 h nach der Transfektion über die 
Trizol-Methode isoliert. 

(B) Gesamtprotein aus transient mit β2-R-GFP (β2-R) oder M1-R-GFP (M1-R) transfizierten sowie nicht 
transfizierten (n. t.) HEK-293-Zellen wurde 24 h nach der Transfektion über die Trizol-Methode 
isoliert. SDS-Marker-Banden bei 116, 90, 70 und 55 kDa (Marker). 

Je 20 µg Gesamtprotein pro Spur wurden über ein 10 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf 
eine Nitrocellulosemembran geblottet. Nach dem Blocken in RotiBlock-Lösung über Nacht erfolgte die 
Immundetektion mit dem monoklonalen Maus-anti-GFP IgG-Primär- (0,4 µg/ml) und dem monoklonalen 
Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-Sekundärantikörper (1:25000) durch das ECL-System. 

Die Methode der analytischen Durchflußcytometrie (FACS) lieferte Daten über den 
prozentualen Anteil HC110-R exprimierender Zellen (Tab. 7). Dreifach-Ansätze zu je   
5 x 105 CHO-K1-, COS-7-, HEK-293- oder HepG2-Zellen wurden transient mit GFP, 
HC110-R-GFP oder GFP-HC110-R transfiziert. Weitere COS-7- und HEK-293-Zellen 
wurden mit den beiden anderen GPCRs, dem β2-R-GFP oder dem M1-R-GFP, 
transfiziert. Zur Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen (n. t.), Zellen ohne Plasmid, 
aber mit dem Transfektionsreagenz FuGENE (o. P. + F.), ferner Zellen mit GFP-
Plasmid und ohne FuGENE (GFP o. F.) sowie Zellen mit HC110-R-pBlueskript-
Plasmid-DNA und FuGENE (HC110-R-pBlue + F.) eingesetzt. 

Die Fluoreszenzanalyse erfolgte 24 h und 48 h nach der Transfektion in einem FACScan 
bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm. Pro Messung wurden 10000 Zellen 
hinsichtlich ihrer Zellgröße, Granularität und Fluoreszenzfärbung analysiert [Shapiro, 
1988]. Durch das Setzen eines ‘Gate‘ auf die Haupt-Zellpopulation wurden Zelltrümmer 
von der Messung der Fluoreszenzintensität ausgeschlossen. Die Versuche wurden 
jeweils zweimal unabhängig voneinander unter gleichen Bedingungen durchgeführt und 
entsprechend gemittelt (n ≥ 3). Bei der Auswertung fiel auf, daß einige Zellen das 
jeweilige Fusionsprotein unterschiedlich stark exprimierten, so daß sowohl 24 h als 
auch 48 h nach der Transfektion jeweils ein ‘Gate‘ auf die gesamten fluoreszierenden 
und auf die stark fluoreszierenden Zellen gesetzt wurde.  
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Zellinie + Plasmid Fluoreszenz  
in % (24 h) 

n Starke Fluoreszenz 
in % (24 h) 

n Fluoreszenz   
in % (48 h) 

n starke Fluoreszenz 
in % (48 h) 

n 

 CHO-K1 n. t. 1,67 +/- 0,11 3 0,02 +/- 0,01 3 0,91 +/- 0,18 3 0,01 +/- 0,01 3 

 CHO-K1 GFP 84,63 +/- 0,91 3 50,68 +/- 0,83 3 62,82 +/- 0,70 3 33,93 +/- 0,58 3 

 CHO-K1 HC110-R-GFP 34,75 +/- 0,85 3 17,10 +/- 0,62 3 16,37 +/- 0,25 3 4,93 +/- 0,51 3 

 CHO-K1 GFP-HC110-R 23,48 +/- 0,43 4 10,77 +/- 0,51 4 13,54 +/- 0,18 4 3,82 +/- 0,29 4 

 CHO-K1 o. P. + F. 1,76 +/- 0,12 3 0,02 +/- 0,01 3 0,89 +/- 0,06 3 0,00 +/- 0,01 3 

 CHO-K1 GFP o. F. 1,67 +/- 0,17 3 0,01 +/- 0,01 3 0,85 +/- 0,07 3 0,01 +/- 0,00 3 

 CHO-K1 HC110-R-pBlue + F. 2,04 +/- 0,19 3 0,03 +/- 0,02 3 1,47 +/- 0,31 3 0,02 +/- 0,01 3 

 HepG2 n. t. 0,91 +/- 0,18 6 0,16 +/- 0,06 6 0,37 +/- 0,29 6 0,17 +/- 0,07 6 

 HepG2 GFP 6,93 +/- 0,89 6 2,29 +/- 0,74 6 9,51 +/- 0,81 6 2,89 +/- 0,67 6 

 HepG2 HC110-R-GFP 2,36 +/- 0,63 6 0,72 +/- 0,33 6 4,42 +/- 0,72 6 1,11 +/- 0,15 6 

 HepG2 GFP-HC110-R 2,05 +/- 0,45 6 0,64 +/- 0,26 6 3,77 +/- 0,58 6 0,89 +/- 0,09 6 

 HepG2 o. P. + F. 0,33 +/- 0,06 6 0,12 +/- 0,09 6 0,67 +/- 0,43 6 0,19 +/- 0,09 6 

 HepG2 GFP o. F. 1,07 +/- 0,35 6 0,10 +/- 0,09 6 1,47 +/- 0,38 4 0,11 +/- 0,06 4 

 HepG2 HC110-R-pBlue + F. 0,53 +/- 0,09 6 0,15 +/- 0,08 6 0,83 +/- 0,47 5 0,25 +/- 0,14 5 

 COS-7 n. t. 1,87 +/- 0,21 6 0,01 +/- 0,01 6 1,73 +/- 0,15 5 0,08 +/- 0,03 5 

 COS-7 GFP 13,98 +/- 0,34 6 4,82 +/- 0,22 6 28,38 +/- 0,92 5 12,67 +/- 0,10 5 

 COS-7 HC110-R-GFP 7,34 +/- 0,47 6 2,44 +/- 0,37 6 12,96 +/- 0,61 5 3,22 +/- 0,49 5 

 COS-7 GFP-HC110-R 4,48 +/- 0,33 6 1,82 +/- 0,29 6 9,20 +/- 0,54 6 2,68 +/- 0,24 6 

 COS-7 o. P. + F. 2,64 +/- 0,41 6 0,01 +/- 0,01 6 1,98 +/- 0,09 3 0,00 +/- 0,01 3 

 COS-7 GFP o. F. 2,78 +/- 0,11 6 0,00 +/- 0,01 6 2,22 +/- 0,06 3 0,02 +/- 0,02 3 

 COS-7 HC110-R-pBlue + F. 2,20 +/- 0,32 6 0,01 +/- 0,01 6 2,13 +/- 0,21 3 0,01 +/- 0,01 3 

 COS-7 β2-R-GFP 6,31 +/- 0,36 4 1,61 +/- 0,19 4 11,13 +/- 0,73 4 2,94 +/- 0,22 4 

 COS-7 M1-R-GFP 8,74 +/- 0,84 4 2,87 +/- 0,53 4 16,37 +/- 0,46 4 4,38 +/- 0,12 4 

 HEK-293 n. t. 1,80 +/- 0,33 5 0,20 +/- 0,05 5 1,55 +/- 0,25 6 0,08 +/- 0,04 6 

 HEK-293 GFP 27,45 +/- 0,99 4 17,77 +/- 0,68 4 57,43 +/- 0,92 4 39,56 +/- 0,74 4 

 HEK-293 HC110-R-GFP 12,63 +/- 0,26 4 4,89 +/- 0,13 4 23,27 +/- 0,61 4 10,32 +/- 0,51 4 

 HEK-293 GFP-HC110-R 8,48 4 3,05 +/- 0,27 4 15,41 +/- 0,33 4 6,15 +/- 0,39 4 

 HEK-293 o. P. + F. 1,88 +/- 0,49 6 0,21 +/- 0,09 6 1,33 +/- 0,34 4 0,09 +/- 0,06 4 

 HEK-293 GFP o. F. 1,37 +/- 0,48 6 0,09 +/- 0,05 6 1,74 +/- 0,48 4 0,15 +/- 0,07 4 

 HEK-293 HC110-R-pBlue + F. 1,90 +/- 0,41 6 0,11 +/- 0,04 6 1,10 +/- 0,37 4 0,09 +/- 0,01 4 

 HEK-293 β2-R-GFP 10,94 +/- 0,61 4 4,69 +/- 0,48 4 30,88 +/- 0,81 4 17,08 +/- 0,61 4 

 HEK-293 M1-R-GFP 14,32 +/- 0,94 4 6,69 +/- 0,65 4 33,75 +/- 0,79 4 19,36 +/- 0,54 4 

Tab. 7. FACS-Analyse von GFP-Fusionsproteinen in Säugerzellen.  
Die Zellinien CHO-K1, HepG2, COS-7 und HEK-293 wurden transient mit GFP, HC110-R-GFP und 
GFP-HC110-R transfiziert. Die COS-7- und HEK-293-Zellen wurden außerdem noch mit den beiden 
GPCRs β2-R-GFP oder M1-R-GFP transfiziert. Zur Kontrolle wurden nicht transfizierte (n. t.) Zellen, 
Zellen ohne Plasmid, aber mit FuGENE (o. P. + F.), Zellen mit GFP und ohne FuGENE (GFP o. F.) oder 
mit HC110-R-pBlueskript-Plasmid-DNA und FuGENE (HC110-R-pBlue + F.) transfiziert. Bei einer 
Anregungswellenlänge von 488 nm wurden die gesamten fluoreszierenden Zellen sowie die stark 
fluoreszierenden Zellen 24 h und 48 h nach der Transfektion in % gemessen. n = Anzahl der 
Reproduktionen 
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Die transiente Transfektion in CHO-K1-Zellen mit dem polykationischen 
Transfektionsreagenz FuGENE lieferte bereits nach 24 h eine hohe Expressionsrate: 
Rund 85 % der Zellen exprimierten GFP, 51 % sogar stark; nach 48 h zeigten nur noch 
63 % der Zellen eine GFP-Fluoreszenz, 34 % eine starke. Auch im Falle der HC110-R-
GFP-Fusionsproteine betrug die gesamte Fluoreszenz nach 24 h rund 35 % mit 17 % 
stark fluoreszierenden Zellen, nach 48 h betrug die Fluoreszenz nur noch 16 % mit 5 % 
stark fluoreszierenden Zellen. GFP-HC110-R wurde nach 24 h mit rund 23 % deutlich 
geringer exprimiert, nur etwa 11 % der Zellen zeigten eine starke Fluoreszenz; nach    
48 h fluoreszierten lediglich 14 % der Zellen, 4 % stark. Die HepG2- und COS-7-Zellen 
exprimierten bereits das GFP-Kontrollprotein deutlich geringer: Nur rund 7 % der GFP 
transfizierten HepG2-Zellen fluoreszierten nach 24 h, darunter 2 % stark. Anders als bei 
den CHO-K1-Zellen erhöhte sich die Fluoreszenz nach 48 h auf 10 %, mit 3 % stark 
fluoreszierenden Zellen. Und auch für die Fusionsproteine HC110-R-GFP und           
GFP-HC110-R bestätigte sich diese Tendenz: Nach 24 h (48 h) fluoreszierten 2 % (4 %) 
der HC110-R-GFP transfizierten HepG2-Zellen, rund 1 % (1 %) stark. Nach 24 h (48 h) 
exprimierten 2 % (4 %) der COS-7-Zellen GFP-HC110-R, darunter 1 % (1 %) stark. 
COS-7-Zellen ließen sich besser als HepG2-Zellen transfizieren: Nach 24 h (48 h) 
exprimierten 15 % (28 %) der Zellen GFP mit 5 % (13 %) stark fluoreszierenden Zellen. 
HC110-R-GFP exprimierten nach 24 h (48 h) immerhin 7 % (2 %) der Zellen,                   
2 % (3 %) fluoreszierten stark. Auch hier ließ sich GFP-HC110-R mit 4 % (9 %) nach 
24 h (48 h), darunter 2 % (3 %) stark fluoreszierende Zellen, deutlich schwächer 
transfizieren. Um zu sehen, ob andere C-terminal mit einem GFP-Tag fusionierte 
GPCRs ähnliche Expressionswerte zeigten, wurden die beiden GPCRs, β2-R-GFP und 
M1-R-GFP, mitgemessen. Nach 24 h (48 h) exprimierten 6 % (11 %) der COS-7-Zellen 
β2-R-GFP, 2 % (3 %) stark. Im Falle des M1-R-GFP fluoreszierten 9 % (16 %) der 
Zellen, darunter 3 % (4 %) stark. Gute Transfektionsergebnisse nach 24 h und 48 h 
wurden mit den HEK-293-Zellen erzielt: Nach 24 h (48 h) exprimierten 27 % (57 %) 
der Zellen GFP, mit 18 % (40 %) stark fluoreszierenden Zellen. HC110-R-GFP wurde 
nach 24 h (48 h) zu 13 % (23 %) exprimiert, zu 5 % (10 %) stark; GFP-HC110-R wurde 
zu 8 % (15 %) exprimiert, darunter 3 % (6 %) stark fluoreszierende Zellen. 
Vergleichbare Werte lieferte auch der β2-R-GFP-Rezeptor mit 11 % (31 %) 
fluoreszierenden und 5 % (17 %) stark fluoreszierenden Zellen sowie der M1-R-GFP-
Rezeptor mit 14 % (34 %) fluoreszierenden, darunter 7 % (19 %) stark fluoreszierende 
Zellen nach 24 h (48 h). Für HeLa-Zellen konnte ähnlich wie bei dem RT-PCR-Ansatz 
keine signifikante Expression ausgemacht werden (nicht gezeigt). Die stets mit 
durchgeführten Negativkontrollen, d. h. nicht transfizierte Zellen (n. t.), Zellen ohne 
Plasmid und mit FuGENE (o. P. + F.), Zellen mit dem HC110-R-pBlueskript-Plasmid 
und FuGENE (HC110-R-pBue + F.) und Zellen mit GFP, aber ohne FuGENE            
(GFP o. F.) zeigten jeweils signifikant niedrigere, und damit zu vernachläßigende 
Hintergrundfluoreszenzen (Tab. 7). 
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3.3.3.2 Zelluläre Lokalisation von HC110-R 

Nachdem gezeigt werden konnte, daß transfizierte CHO-K1-, COS-7-, HepG2- 
und HEK-293-Zellen HC110-R exprimierten, wenngleich auch in unterschiedlichem 
Ausmaß, wurde überprüft, wo HC110-R in der Zelle lokalisiert ist (Abb. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie von GFP und HC110-R.  
CHO-K1-, HepG2-, COS-7- und HEK-293-Zellen wurden transient mit GFP bzw. dem C- oder               
N-terminalen Fusionsprotein HC110-R-GFP bzw. GFP-HC110-R transfiziert: GFP, HC110-R-GFP und 
GFP-HC110-R in CHO-K1- (a, b und c), in HepG2- (d, e und f), COS-7 (g, h und i) und HEK-293-Zellen 
(j, k und l). Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 24 h auf 
1 % gelatinebeschichteten Deckgläschen. Danach wurden die Zellen mit 3,7 % Paraformaldehyd in PBS- 
(pH 7,2) für 30 min bei 37 °C fixiert. GFP und die HC110-R-Fusionsproteine wurden bei einer 
Wellenlänge von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt und mit einer Auflösung von 1024 x 1024 Pixel 
gescannt. Der Balken entspricht 10 µm. 
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Die Methode der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie erlaubt gegenüber der 
Phasenkonstrastmikroskopie optische Schnittserien durch die Zelle [Celis, 1998]. Durch 
konfokale Laserscanning-Mikroskopie konnten die einzelnen Expressionsorte von GFP, 
HC110-R-GFP und GFP-HC110-R in CHO-K1- (Abb. 14a-c), HepG2- (Abb. 14d-f), 
COS-7- (Abb. 14g-i) und HEK-293-Zellen (Abb. 14j-l) lokalisiert werden. Das GFP-
Protein wurde gleichmäßig über die ganze Zelle verteilt und gelangte durch die geringe 
Größe von 27 kDa sowie durch eine Überexpression möglicherweise auch passiv in den 
Zellkern (Abb. 14a, d, g und j) [Celis, 1998]. HC110-R-GFP trat in unterschiedlichem 
Ausmaß an der Plasmamembran und in Vesikeln auf (Abb. 14b, e, h und k). GFP-
HC110-R wurde dagegen ausschließlich in Vesikeln beobachtet (Abb. 14c, f, i und l). 
Des weiteren beobachtete man bei vielen mit HC110-R-GFP und GFP-HC110-R 
transfizierten Zellen vermehrt größere fluoreszierende Cluster in der Nähe des Zellkerns 
(Abb. 14b, c; Abb. 15A). Mit Hilfe der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie wurden 
3x 200 mit HC110-R-GFP transient transfizierte COS-7-Zellen nach 24 h und 48 h auf 
ihre Expression in der Plasmamembran und/oder in Vesikeln untersucht (Tab. 8).  

24 h nach der Transfektion 48 h nach der Transfektion Zellinie + 
Plasmid Vesikel Ves. + Mem. Membran Vesikel Ves. + Mem. Membran 
CHO-K1 

HC110-R-GFP 92 % 8 % 0 % 96 % 4 % 0 % 

HepG2  
HC110-R-GFP 66 % 26 % 8 % 85 % 11 % 4 % 

COS-7  
HC110-R-GFP 64 % 30 % 6 % 83 % 14 % 3 % 

HEK-293 
HC110-R-GFP 76 % 21 % 3 % 85 % 12 % 3 % 

CHO-K1       
β2-R-GFP 76 % 4 % 20 % 48 % 38 % 14 % 

HepG2         
β2-R-GFP 70 % 5 % 25 % 65 % 23 % 12 % 

COS-7         
β2-R-GFP 79 % 8 % 13 % 64 % 28 % 8 % 

HEK-293       
β2-R-GFP 60 % 16 % 24 % 54 % 36 % 10 % 

CHO-K1       
M1-R-GFP 1 12 % 87 % 0 11 % 89 % 

HepG2         
M1-R-GFP 2 8 % 90 % 2 12 % 86 % 

COS-7         
M1-R-GFP 4 3 % 93 % 2 4 % 94 % 

HEK-293       
M1-R-GFP 3 20 % 77 % 4 25 % 71 % 

Tab. 8. Prozentuale Verteilung von GFP-Fusionsproteinen in Vesikeln und/oder der Membran.         
Je 3x 200 mit HC110-R-GFP, β2-R-GFP oder M1-R-GFP transient transfizierte CHO-K1-, HepG2-, COS-
7- oder HEK-293-Zellen wurden 24 h und 48 h nach der Transfektion fixiert und im konfokalen 
Laserscanning-Mikroskop untersucht, ob sie das Fusionsprotein ausschließlich in den Vesikeln (Vesikel), 
in Vesikeln und an der Plasmamembran (Ves. + Mem.) oder nur an der Plasmamembran (Membran) 
exprimieren. Die Ergebnisse wurden gemittelt und in Prozent angegeben. 
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Beim Vergleich HC110-R-GFP transfizierter Zellen nach 24 h mit denen nach 48 h fiel 
auf, daß HC110-R in allen 4 untersuchten Zellinien nach 48 h verstärkt in den Vesikeln 
und insbesondere in großen Clustern beim Nukleus exprimiert wurde. Lediglich bei den 
CHO-K1-Zellen, die mit einem HC110-R-Fusionsprotein transfiziert worden waren, 
konnte bereits 24 h nach der Transfektion bei einem Teil der Zellen ein Abrunden und 
Ablösen von den Zellkulturschalen beobachtet werden. 

In den durchgeführten Kolokalisationsstudien erschienen diejenigen Kompartimente, die 
das GFP-Fusionsprotein exprimierten, durch gleichzeitige Anregung der GFP-
Fluoreszenz bei 488 nm (grün) und der gegen ein bestimmtes Zellkompartiment 
gerichteten rot-fluoreszierenden Antikörper bei 568 nm (rot) gelblich. 
Kolokalisationsexperimente mit ConA-Rhodamin belegten eindeutig, daß HC110-R 
zum Teil an der Plasmamembran exprimiert wurde (Abb. 15Aa). Eine Färbung mit 
Propidiumiodid dagegen zeigte, daß HC110-R nicht im Zellkern vorkommt              
(Abb. 15Ab). Ferner konnte durch Anfärbung des ERs mit Hilfe eines Maus-anti-KDEL 
IgG-Antikörpers (Abb. 15Ac) und der Mitochondrien mit einem MitoTracker             
Red CMX Ros (Abb. 15Ad) eine Expression von HC110-R in diesen Kompartimenten 
ausgeschlossen werden. Markierte man dagegen die sauren Kompartimente 
(Lysosomen, Endosomen) mit einem LysoTracker  Red DND-99, so ließen sich über 
die gescannten Schichten (je 0,5 µm) nahezu alle HC110-R exprimierenden Vesikel den 
sauren Vesikeln zuordnen (Abb. 15B).  
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Abb. 15. Kolokalisationsexperimente mit HC110-R.  
(A) Kolokalisation HC110-R-GFP transfizierter COS-7-Zellen mit ConA-Rhodamin (a), durch 

Anfärbung des Zellkerns mit Propidiumiodid nach vorausgegangenem Verdau der RNA mit RNase A 
(b); Kolokalisation von HC110-R-GFP mit einem gegen das ER gerichteten Maus-anti-KDEL            
78 kDa (Grp/Bip) IgG-Primär- und einem Ziege-anti-Maus IgG Alexa 568-Konjugat-
Sekundärantikörper (c) und mit einem gegen Mitochondrien gerichteten MitoTracker  Red CMX 
Ros (d). Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 24 h 
auf gelatinebeschichteten Deckgläschen. Danach wurden die Zellen mit 3,7 % Paraformaldehyd und 
0,02 % Glutardialdehyd fixiert und freie Aldehydgruppen mit 0,1 % Natriumborhydrid reduziert.  

(B) Schnittserie (je 0,5 µm) HC110-R-GFP transfizierter COS-7-Zellen 24 h nach der Transfektion. 
Kolokalisation mit einem gegen saure Kompartimente gerichteten LysoTracker  Red DND-99. 

Die HC110-R-GFP-Fusionsproteine wurden bei einer Wellenlänge von 488 nm (grün) mit einem Argon-
Laser und die mit rot-fluoreszierenden Antikörpern markierten Kompartimente wurden bei 568 nm (rot) 
mit einem Krypton-Laser zur Fluoreszenz angeregt. Die Zellen wurden mit einer Auflösung von 1024 x 
1024 Pixel gescannt. Der Balken entspricht jeweils 10 µm. 

In nachfolgenden Transfektionsversuchen sollte überprüft werden, ob auch andere        
C-terminal mit GFP fusionierte GPCRs in ähnlicher Weise ihr Protein exprimieren. 
Hierzu wurden die beiden Rezeptoren β2-R-GFP (74 kDa) und M1-R-GFP (78 kDa) in 
CHO-K1-, HepG2-, COS-7- oder HEK-293-Zellen transient transfiziert. Der β2-R-GFP-
Rezeptor wurde ebenfalls in unterschiedlichem Ausmaß an der Plasmamembran und in 
Vesikeln exprimiert: 24 h nach der Transfektion exprimierten 60-76 % der                       
4 verschiedenen untersuchten Zellinien β2-R-GFP ausschließlich vesikulär, 4-16 % 
wiesen es sowohl in Vesikeln, als auch an der Membran auf, und 13-25 % 
ausschließlich an der Plasmamembran (Tab. 8). Nach 48 h reduzierte sich der Anteil 
derjenigen Zellen, die β2-R-GFP ausschließlich vesikulär exprimierten signifikant auf 
48-65 %. Auffällig ist, daß sich der prozentuale Anteil der Zellen, die β2-R nur an der 
Plasmamembran exprimierten von 13-25 % nach 24 h auf 8-14 % nach 48 h reduzierte 
und dafür nach 48 h vermehrt Protein sowohl an der Plasmamembran als auch in 

1 2 3

4 5 6
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Vesikeln auftrat. Es traten also 2 Effekte auf: Zum einen wurde - anders als bei    
HC110-R-GFP - nach 48 h weniger β2-R-GFP ausschließlich in Vesikeln exprimiert als 
nach 24 h, und zum anderen wurde dafür mehr β2-R in Vesikeln und Membran, und 
weniger nur in der Plasmamembran exprimiert (Tab. 8). Der Zellkern β2-R-GFP 
transfizierter Zellen zeigte keine GFP-Fluoreszenz (Abb. 16a). Aber es bestand ein 
signifikanter Unterschied in der Expression verglichen mit HC110-R: Der β2-R ließ sich 
zwar teilweise mit den sauren Kompartimenten über den LysoTracker  Red DND-99 
kolokalisieren (Abb. 16b), aber er wurde auch im ER über Maus-anti-KDEL IgG-
Antikörper detektiert (Abb. 16c).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 16. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie der GFP-Fusionsproteine ββββ2-R und M1-R.              
Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit für 24 h auf 
gelatinebeschichteten Deckgläschen. Danach wurden die Zellen mit 3,7 % Paraformaldehyd und 0,02 % 
Glutardialdehyd fixiert und freie Aldehydgruppen mit 0,1 % Natriumborhydrid reduziert. Die GFP-
Fusionsproteine wurden bei einer Wellenlänge von 488 nm (grün) mit einem Argon-Laser und die mit 
einem rot-fluoreszierenden Antikörper markierten Kompartimente bei 568 nm (rot) mit einem Krypton-
Laser zur Fluoreszenz angeregt. Die Zellen wurden mit einer Auflösung von 1024 x 1024 Pixel gescannt. 
Der Balken entspricht jeweils 10 µm. 
(a) β2-R-GFP transfizierte COS-7-Zellen.  
(b) Kolokalisation β2-R-GFP transfizierter COS-7-Zellen mit einem gegen saure Kompartimente 

gerichteten LysoTracker  Red DND-99.  
(c) Kolokalisation β2-R-GFP transfizierter COS-7-Zellen mit einem gegen das ER gerichteten Maus-

anti-KDEL 78 kDa (Grp/Bip) IgG-Primär- und einem Ziege-anti-Maus IgG Alexa 568-Konjugat-
Sekundärantikörper.  

(d) M1-R-GFP transfizierte COS-7-Zellen. Anfärbung des Zellkerns mit Propidiumiodid nach 
vorausgegangenem Verdau der RNA mit RNase A. 
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c d
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Anders als bei HC110-R-GFP und β2-R-GFP wiesen nur 0-4 % der CHO-K1-, HepG2-, 
COS-7- oder HEK-293-Zellen sowohl 24 h als auch 48 h nach der Transfektion 
ausschließlich M1-R-GFP vesikulär sowie nur 3-25 % in Vesikeln und an der 
Plasmamembran auf. Zum überwiegenden Teil konnte M1-R-GFP mit 71-94 % nur an 
der Plasmamembran lokalisiert werden (Tab. 8 und Abb. 16d). Dabei zeigte sich bei 
keiner der untersuchten Zellinien ein signifikanter Unterschied im Verteilungsmuster 
M1-R-GFP transfizierter Zellen nach 24 h verglichen mit dem nach 48 h. 

3.3.4 Stabile Expression von HC110-R 

Für nachfolgende Untersuchungen, insbesondere Bindungs- und physiologische 
Studien der Signaltransduktion mittels Ca2+-Imaging bot sich die stabile Expression von 
HC110-R in Säugerzellen an. Der Vorteil einer stabilen Zellinie gegenüber einer 
transient transfizierten ist, daß jede Zelle das gewünschte Protein dauerhaft und in 
gleichbleibender Qualität exprimiert und eine Isolation des Proteins nach der 
Lokalisation möglich wird.  

Für die Klonierung wurde das Signalpeptid des Expressionsvektors pSecTagA durch 
NheI/SfiI-Doppelverdau eliminiert. Der religierte Vektor wurde im folgenden als 
pMyc6xHis bezeichnet. Die mit den Primern P83MycTag_ATGBamHI-5‘ und 
P3058MycTag_o.TGAXbaI-3‘ amplifizierte HC110-R-Plasmid-DNA (Pos. 83-3058) 
wurde unter Berücksichtigung des Leserasters über die BamHI- bzw. XbaI-Schnittstelle 
gerichtet in den pMyc6xHis-Vektor kloniert und durch Sequenzierung überprüft. Im 
folgenden wurde die optimale Zeocin-Konzentration zur Selektion durch Erstellen einer 
‘Killing Curve‘ für die HepG2- und COS-7-Zellinie ermittelt. 48 h nach der transienten 
Transfektion des Plasmids wurden transfizierte Zellen durch Zugabe von 0,4 mg/ml 
Zeocin zu den HepG2-, bzw. 0,3 mg/ml Zeocin zu den COS-7-Zellen selektioniert. 
Nach etwa 2 Wochen konnten einzelne Zeocin-resistente Kolonien ausgemacht und 
subkultiviert werden. Diese wurden auf kleinen Gewebekulturplatten (∅  35 mm), bzw. 
32er oder 96er Zellkulturmikrotestplatten nahezu vereinzelt und weiterhin unter 
Selektionsdruck gehalten. 

Des weiteren wurde die in den pMyc6xHis-Vektor klonierte HC110-R-cDNA 
zusammen mit dem C-terminalen Myc/His-Tag mit den Primern P83_ATGNotI-5‘ und 
pMycHis_TGABamHI-3‘ amplifiziert und in den NotI/BamHI doppelt verdauten 
bicistronischen Expressionsvektor pIRES1neo kloniert. Die Überprüfung des 
Leserasters erfolgte auch hier durch Sequenzierung der aufgereinigten Plasmid-DNA.  
48 h nach der transienten Transfektion des Plasmids in HepG2-, COS-7- oder           
HEK-293-Zellen wurde die zuvor ermittelte optimale Neomycin-Konzentration (G418) 
als Selektionsmarker zugesetzt: Sie betrug für HepG2-Zellen 0,5 mg/ml, und für           
COS-7- bzw. HEK-293-Zellen 1 mg/ml. Nach 2-4 Wochen wurden einzelne G418-           
resistente Kolonien isoliert und, wie oben beschrieben, subkultiviert. 
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Mit Hilfe der RT-PCR wurde untersucht, ob sich ausgehend von Gesamt-RNA stabil 
HC110-R-Myc/His transfizierter COS-7- (Abb. 17A) und HEK-293-Zellen (nicht 
gezeigt) HC110-R spezifische Sequenzen amplifizieren ließen. Als Positivkontrolle 
wurde Gesamt-RNA von H. contortus eingesetzt. So konnte mit den Primerpaaren 
P2486_ATGBamHI und P3121_TGAHindIII-3‘ ein 665 bp-Fragment (Pos. 2486-3121; 
Abb. 17A, Spuren 2-4), und mit P84_ATGBamHI-5‘ und P593_5RACE-3‘ ein 521 bp-
HC110-R-Fragment (Pos. 84-593; Abb. 17A, Spuren 5-7) in der Gesamt-RNA von           
H. contortus und stabil transfizierten COS-7-Zellen nachgewiesen werden. In nicht 
transfizierten COS-7-Zellen wurde kein HC110-R-spezifisches Fragment amplifiziert 
(Abb. 17A, Spuren 1 und 8). Bei den gefundenen Banden handelte es sich um 
spezifische Produkte der HC110-R-mRNA, denn es konnten weder Ein-Primer-
Amplifikate, noch Produkte ausgemacht werden, nachdem die RNA zuvor durch 
DNase-freie RNase verdaut wurde, von vornherein fehlte oder dem Reaktionsansatz 
keine MuLV-Reverse Transkriptase zugesetzt wurde. 

BA
M 1 2 3 4 5 6 7 8

665 bp
521 bp

 
 

Abb. 17. Nachweis der HC110-R-Myc/His-Sequenz durch RT-PCR und Lokalisation von stabil 
exprimiertem HC110-R-Myc/His durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie. 
(A) Je 1 µg Gesamt-RNA von H. contortus (Spuren 2 und 5) sowie von nicht transfizierten (Spuren 1 und 

8) und stabil mit dem HC110-R-Myc/His-Konstrukt in dem pIRES1neo- (Spuren 3 und 6) bzw. 
pMyc6xHis-Vektor (Spuren 4 und 7) transfizierten COS-7-Zellen wurden zunächst einer RT-PCR 
unterzogen. Die anschließende Amplifikation eines 665 bp Fragmentes erfolgte mit je 2 µM der 
Primer P2486_ATGBamHI-5‘ und P3121_TGAHindIII-3‘ bei einer Annealing-Temperatur von 
58/62 °C (Spuren 1-4), bzw. die eines 521 bp Fragmentes mit je 2 µM der Primer P84_ATGBamHI-
5‘ und P593_5RACE-3‘ bei einer Annealing-Temperatur von 56 °C (Spuren 5-8). In einem 2 %igen 
TBE-Agarosegel mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid wurden neben 2 µg pUC-Marker (Spur M) jeweils 
1/10 der PCR-Ansätze aufgetragen. 

(B) Stabil mit dem HC110-R-Myc/His-Konstrukt in dem pIRES1neo-Vektor transfizierte COS-7-Zellen 
wurden fixiert, freie Aldehydgruppen mit 0,1 % Natriumborhydrid reduziert, mit 0,13 µg/ml eines 
Maus-anti-c-Myc 9E10-SC-40 IgG- und 20 µg/ml eines Ziege-anti-Maus IgG F(ab‘)2 Fragment 
Konjugat-Alexa 488-Antikörpers detektiert. Die Fusionsproteine wurden bei einer Wellenlänge von 
488 nm mit einem Argon-Laser zur Fluoreszenz angeregt. Mit einer Auflösung von 1024 x 1024 
Pixel wurden die Zellen gescannt. Der Balken entspricht 10 µm. 
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Die stabile Expression des HC110-R-Myc/His-Proteins wurde zunächst durch Western 
Blot-Analyse überprüft (Abb. 18). Das 116 kDa große HC110-R-Myc/His-
Fusionsprotein konnte mit dem Maus-anti-c-Myc IgG- und einem Kaninchen-anti-Maus 
IgG-HRP-Antikörper in stabil transfizierten COS-7- (Abb. 18A, Spuren 2 und 3), und 
HEK-293-Zellen (Abb. 18C, Spur 2) detektiert werden. Auch über den Maus-anti-His 
IgG-Antikörper (Abb. 18B, Spuren 2 und 3) ließ sich der HC110-R-Myc/His-Rezeptor 
detektieren. Somit konnte für COS-7- und HEK-293-Zellen gezeigt werden, daß das 
HC110-R-Myc/His-Konstrukt sowohl nach der Klonierung in den pIRES1neo-          
(Abb. 18A-C, je Spur 2), als auch in den pMyc6xHis-Expressionsvektor (Abb. 18A, B, 
je Spur 3) zu einer HC110-R-Expression in ausreichender Qualität führte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18. Nachweis der stabilen Expression von HC110-R-Myc/His durch Western Blot-Analyse. 
Gesamtprotein (20 µg/Spur) nicht transfizierter (1) sowie stabil mit dem HC110-R-Myc/His-Konstrukt in 
dem pIRES1neo- (2) oder dem pMyc6xHis-Vektor (3) transfizierter COS-7- (A1-3 und B1-3) bzw. HEK-
293-Zellen (C1 und 2) wurde in 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und geblottet. Die 
Expression des 116 kDa großen HC110-R-Myc/His-Proteins wurde mit 0,5 µg/ml eines Maus-anti-c-Myc 
9E10-SC-40 IgG-Primär- (A und C) oder aber 0,1 µg/ml eines Maus-anti-His IgG-Primär- (B) und jeweils 
einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-Sekundärantikörper (1:25000) und dem ECL-System detektiert. 5 
µg des Sigma-‘Prestained‘ SDS-Markers (M) dienten der Größenbestimmung (196, 116, 90, 70, 55, 38 
und 32 kDa). 

Außerdem konnte gezeigt werden, daß stabil mit dem HC110-R-Myc/His-Konstrukt in 
dem pIRES1neo-Vektor transfizierte COS-7- (Abb. 17B), wie auch HEK-293-Zellen 
(nicht gezeigt) HC110-R-Myc/His in der Plasmamembran und in Vesikeln exprimierten. 
Dabei wurde HC110-R über seinen C-terminalen Myc/His-Tag mit einem Maus-anti-c-
Myc IgG-Antikörper und einem Ziege-anti-Maus IgG Alexa 488-Konjugat detektiert. 
Schnittserien durch die Zelle zeigten, daß HC110-R in der Plasmamembran exprimiert 
wurde, wenngleich auch nicht gleichmäßig über die ganze Zelle verteilt. Verglichen mit 
den transienten Transfektionen wurde HC110-R nur in wenigen Vesikeln detektiert, die 
auch keine ausgeprägten Cluster in der Nähe des Nucleus ausbildeten. 

M M M 1 23 311 22

COS-7 COS-7 HEK-293A B C

116 kDa
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3.4 ATP-abhängige Sequestrierung von HC110-R 

Die Beobachtung, daß transient mit HC110-R-GFP transfizierte CHO-K1-, 
HepG2-, COS-7- und auch HEK-293-Zellen HC110-R bereits 24 h nach der 
Transfektion vermehrt in sauren Lysosomen aufweisen (64-92 %), und sich dieser 
Anteil nach weiteren 24 h noch einmal signifikant erhöht (83-96 %; Kap. 3.3.3.2), läßt 
auf einen energieabhängigen Transport von HC110-R in den Zellen schließen. Von 
zahlreichen in der Plasmamembran assoziierten GPCRs ist bekannt, daß sie 
desensitiviert werden: Es handelt sich dabei um einen Mechanismus, mit dem sowohl 
eine kurzfristige als auch eine langfristige Regulation der Rezeptoraktivität und der 
Signaltransduktion möglich ist [Yu et al., 1993; von Zastrow und Kobilka, 1994; Pippig 
et al., 1995; Koenig und Edwardson, 1997]. 

Um nun einen Zusammenhang zwischen einer möglichen Internalisierung von HC110-R 
in saure Lysosomen und dem Energiemetabolismus der Zellen auszumachen, wurde die 
Konzentration an intrazellulärem ATP nach von Zastrow und Kobilka [1992; 1994] 
durch Behandlung der COS-7-Zellen mit NaN3 erniedrigt, welches u. a. für die 
Sequestrierung und den Abbau von Rezeptoren benötigt wird. COS-7-Zellen wurden für 
dieses Experiment ausgewählt, da sie im Gegensatz zu den HepG2-Zellen HC110-R-
GFP in ausreichender Menge an der Plasmamembran exprimieren und anders als in 
HEK-293-Zellen die Anlage, intrazelluläre Cluster zu bilden, ausgeprägt ist. Die Zugabe 
von NaN3 erfolgte 1 h und 18 h vor der Transfektion für jeweils 1 h, 18 h bzw. 42 h, 
oder 6 h nach der Transfektion für 1 h, 18 h bzw. 42 h. Insgesamt wurden 600         
HC110-R-GFP transient transfizierte COS-7-Zellen in 3 unabhängig voneinander 
durchgeführten Experimenten 24 h und 48 h nach der Transfektion im konfokalen 
Laserscanning-Mikroskop untersucht, ob HC110-R in der Plasmamembran und/oder in 
Vesikeln exprimiert wurde.  

Die Gabe von NaN3 1 h vor bzw. nach der Transfektion für jeweils 1 h führte noch zu 
keiner signifikanten Verschiebung der HC110-R-Expression in Richtung 
Plasmamembran. Wurde NaN3 18 h vor der Transfektion für 18 h oder 42 h zugesetzt, 
blieb die Expression von HC110-R-GFP und der GFP-Kontrolle aus. D. h., es wurde 
nicht nur aufgrund eines unzureichend gebildeten GFP-Chromophors keine GFP-
Eigenfluoreszenz mehr beobachtet, sondern HC110-R-GFP und auch die GFP-Kontrolle 
ließen sich nicht mehr durch Western Blot-Analyse oder konfokale Laserscanning-
Mikroskopie mit einem Maus-anti-GFP IgG- und einen Ziege-anti-Maus IgG Konjugat-
Alexa 488-Antikörper detektieren. Möglicherweise führte die Zugabe von NaN3 vor der 
Transfektion zu Zellschädigungen, die die Expression von HC110-R-GFP und GFP 
verhinderten. Dagegen erhöhte sich bei Zugabe von NaN3 6 h nach der Transfektion für 
18 h (42 h) der Anteil HC110-R exprimierender Zellen mit Fluoreszenz sowohl in der 
Plasmamembran als auch in den Vesikeln signifikant von 36 % auf 48 % (17 % auf       
24 %) im Vergleich zu unbehandelten HC110-R transfizierten COS-7-Zellen. In 
Übereinstimmung damit sank der prozentuale Anteil derjenigen Zellen, die HC110-R 
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nach 18 h (42 h) ausschließlich in Vesikeln exprimiert hatten von 64 % auf 52 % (83 % 
auf 76 %). Die Expression von GFP blieb hingegen unverändert. Durch Erniedrigung 
intrazellulären ATPs wurde verstärkt mehr HC110-R-GFP in der Plasmamembran 
nachgewiesen werden. 

3.5 Lokalisation des orthologen B0457-Proteins in C. elegans 

Immunseren gegen HC110-R wurden in Kaninchen erzeugt, um HC110-R 
detektieren zu können. Für die in vivo Lokalisation bot sich der freilebende und auf 
Agarplatten gut kultivierbare Nematode C. elegans an, denn bei dem B0457-
Genprodukt mit höchster Sequenzidentität zu HC110-R handelt es sich wahrscheinlich 
um das orthologe Protein zu HC110-R in C. elegans.  

Das Austesten der gegen HC110-R gerichteten Immunseren erfolgte mit Hilfe der 
Western Blot-Analyse. Dafür wurde Gesamtprotein adulter H. contortus Nematoden, 
des in E. coli exprimierten N- und C-Terminus von HC110-R sowie Gesamtprotein aus 
HC110-R stabil transfizierten und nicht transfizierten HEK-293-Zellen durch SDS-
PAGE aufgetrennt und geblottet. Immunseren, die sich zum einen gegen den in E. coli 
exprimierten und über Affinitätschromatographie aufgereinigten 21 kDa großen              
C-Terminus (Abb. 19A), und zum anderen gegen den 54 kDa großen N-Terminus von 
HC110-R richteten (Abb. 19B), erkannten die jeweilige Domäne nach dem 3. Boost - im 
Gegensatz zu den zugehörigen Präimmunseren - signifikant in der jeweils induzierten E. 
coli-Gesamtprotein-Fraktion wieder.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19. Nachweis der Spezifität verschiedener Immunseren gegen HC110-R. 
Je 20 µg Gesamtprotein aus H. contortus (1), HC110-R-Myc/His stabil exprimierenden HEK-293-Zellen 
(2), nicht transfizierter HEK-293-Zellen (3) und des in E. coli induzierten N- (4) und C-Terminus von 
HC110-R (5) wurden je in einem 12 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet, mit einem 
1:1000 verdünnten Kaninchen-Immunserum gegen den 21 kDa großen C-Terminus (A) oder den 54 kDa 
großen N-Terminus von HC110-R (B) inkubiert und mit einem 1:25000 verdünnten Ziege-anti-Kaninchen 
IgG-HRP detektiert.  
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In der Gesamtprotein-Fraktion adulter H. contortus Nematoden konnte durch beide 
Immunseren je eine 110 kDa große Bande detektiert werden. Ferner erkannten beide 
Immunseren eine 116 kDa große Bande in HC110-R-Myc/His stabil exprimierenden 
HEK-293-Zellen, die in der Proteinfraktion mit den nicht transfizierten Zellen fehlte 
(Abb. 19A, B). Somit konnte gezeigt werden, daß die sich gegen den N- und                  
C-Terminus von HC110-R richtenden Kaninchen-Immunseren ausreichend spezifisch 
waren, um HC110-R im Western Blot zu erkennen.  
In embryonierten C. elegans Eiern wurden die sich gegen den N- oder C-Terminus von 
HC110-R richtenden Antiseren nach dem 3. Boost und die zugehörigen Präimmunseren 
getestet, ob sie auch das B0457-Protein lokalisieren können. Die Eier wurden auf 
polylysinbeschichtete Objektträger gebracht, fixiert und mit den einzelnen Präimmun- 
oder Immunseren inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem Esel-anti-Kaninchen IgG-
Cy3-Sekundärantikörper durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie. Abb. 20 zeigt, 
daß sowohl die gegen den C-Terminus (Abb. 20A), als auch die gegen den N-Terminus 
von HC110-R gerichteten Immunseren (Abb. 20B) im Gegensatz zu den 
Präimmunseren (Abb. 20C) das homologe B0457-Protein im Pharynx von C. elegans 
detektieren konnten. Der Zweitantikörper allein wies nur eine geringe, zu 
vernachlässigende unspezifische Färbung der Eihülle auf (nicht gezeigt). 

Abb. 20. Lokalisation des orthologen B0457-Proteins in C. elegans. 
Fixierte embryonierte C. elegans Eier wurden mit den 1:500 verdünnten Kaninchen-Immunseren gegen 
den C-Terminus (A) oder den N-Terminus von HC110-R (B) oder aber mit den jeweiligen 
Präimmunseren, hier dargestellt gegen den N-Terminus (C), inkubiert und mit einem 1:400 verdünnten 
Esel-anti-Kaninchen IgG-Cy3-Sekundärantikörper durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie detektiert. 

3.6 Bindung von αααα-LTX an HC110-R 

Das präsynaptisch wirkende Neurotoxin α-LTX ist die Hauptkomponente aus 
dem Gift der Schwarzen Witwe (Latrodectus mactans). Es konnte gezeigt werden, daß 
die Toxizität des α-LTX auf dessen Fähigkeit beruht, als artifizieller Ligand mit einem 
Orphan-GPCR, dem Latrophilin, zu interagieren [Krasnoperov et al., 1997; Lelianova    
et al., 1997]. Latrophilin-Rezeptoren vermitteln normalerweise die Wirkung endogener 
Hormone oder Neuropeptide [Holz und Habener, 1998]. 
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Wegen der strukturellen Ähnlichkeit zwischen HC110-R und Latrophilin sollte im 
folgenden überprüft werden, ob der heptahelikale HC110-R α-LTX als artifiziellen 
Liganden bindet und physiologische Studien der Signaltransduktion erlaubt. Hierzu 
wurde Gesamtprotein aus einer stabilen HEK-293-Zellinie, die HC110-R-Myc/His 
exprimiert (Abb. 21A, Spur 3), ferner aus nicht transfizierten HEK-293-Zellen         
(Abb. 21A, Spur 4), und aus Zellen, die den murinen C-terminal mit GFP fusionierten 
β2-adrenergen Rezeptor exprimieren (Abb. 21A, Spur 5) sowie Gesamtprotein des in       
E. coli exprimierten 54 kDa großen N-Terminus (Abb. 21A, Spur 6) und 21 kDa großen 
C-Terminus von HC110-R (Abb. 21A, Spur 7), in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, 
geblottet und mit reinem α-LTX inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Gesamtprotein 
einer Fraktion aus isolierten Giftdrüsen von Latrodectus revivensis (Abb. 21A, Spur 1) 
und hochaufgereinigtes α-LTX (Abb. 21A, Spur 2) durch SDS-PAGE mitaufgetrennt. 
Der Nachweis von gebundenem α-LTX erfolgte mit einem Kaninchen-anti-α-LTX IgG- 
und einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-Antikörper.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 21. Nachweis der HC110-R spezifischen αααα-LTX-Bindung. 
(A) 5 µg Gesamtprotein isolierter Latrodectus revivensis Giftdrüsen (1) sowie reines 130 kDa großes           

α-LTX (2), ferner je 40 µg Gesamtprotein stabil mit dem HC110-R-Myc/His-Konstrukt in dem 
pIRES1neo-Vektor transfizierter HEK-293-Zellen (3), nicht transfizierter HEK-293-Zellen (4), 
transient mit dem β2-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen (5) und des in E. coli induzierten 54 kDa 
großen N-Terminus (6) und 21 kDa großen C-Terminus (7) von HC110-R wurden in einem 10 %igen 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und über Nacht geblockt. Die denaturierten Proteine 
wurden für 2 h mit 20 nM α-LTX inkubiert und mögliche Bindungen von α-LTX mit einem 
Kaninchen-anti-α-LTX IgG- (1:5000), einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-Antikörper (1:25000) 
und dem ECL-System detektiert. 

(B) Je 40 µg Gesamtprotein des in E. coli induzierten C- (1) und N-Terminus (2) von HC110-R sowie 
nicht transfizierter (3) und stabil mit HC110-R-Myc/His transfizierter HEK-293-Zellen (4) und 
adulter H. contortus Nematoden (5) wurde in einem 10 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt 
und mit einem 4 M Harnstoff-haltigem Renaturierungspuffer partiell renaturiert. Der Blot wurde 
über Nacht geblockt, mit 20 nM reinem α-LTX inkubiert und α-LTX bindende Proteine mit einem 
Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Antikörper (1:5000), Biotin-Protein A (1:100), Streptavidin-Peroxidase 
(1:3000) und dem ECL-System nachgewiesen.  
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Die Spuren mit nicht transfizierten HEK-293-Zellen und mit dem C-terminal mit GFP 
fusioniertem β2-adrenergen Rezeptor zeigten keine spezifische α-LTX-Bindung, 
wohingegen bei der stabilen HC110-R-Myc/His Zellinie eine scharfe Bande bei           
116 kDa zu erkennen war, die etwas unterhalb der 130 kDa großen Bande von 
aufgereinigtem α-LTX bzw. aus der Latrodectus-Giftdrüsen-Gesamtfraktion lief. Ferner 
konnte gezeigt werden, daß α-LTX an den 54 kDa großen N-Terminus von HC110-R 
band, der die ersten 445 AS bis vor die 4 Cys-Region umfaßte, wohingegen keine 
Bindung an den 21 kDa großen C-Terminus erfolgte. 

Wurden die denaturierten Proteine im Trenngel nach der SDS-PAGE mit Hilfe eines 
Harnstoff-haltigen Renaturierungspuffers wieder partiell renaturiert und anschließend 
wie gehabt geblottet und mit α-LTX, einem Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Antikörper, 
Biotin-Protein A und Streptavidin-Peroxidase inkubiert, so erfolgte auch hier der 
Nachweis der α-LTX-Bindung an den 116 kDa großen HC110-R-Myc/His-Rezeptor 
(Abb. 21B, Spur 4), im besonderen an den N-Terminus (Abb. 21B, Spur 2). Nicht 
transfizierte HEK-293-Zellen (Abb. 21B, Spur 3) sowie der C-Terminus von HC110-R 
(Abb. 21B, Spur 1) wiesen keine spezifische α-LTX-Bindung auf. In der Proteinfraktion 
adulter H. contortus Nematoden (Abb. 21B, Spur 5) konnten zwei deutliche Signale 
ausgemacht werden: eine 110 kDa und eine ca. 88 kDa große Bande. Bei der 110 kDa 
großen Bande handelte es sich um ein α-LTX bindendes Protein in der Größe von 
HC110-R, da Experimente ohne α-LTX, bzw. ohne den Kaninchen-anti-α-LTX IgG-
Antikörper kein Signal in dieser Größe aufwiesen. Das ca. 88 kDa große Protein ist 
höchstwahrscheinlich biotinyliert, wie es bereits für ein 83 kDa großes Protein in dem 
Nematoden Heterakis spumosa gezeigt werden konnte [Pfaff, 1993], da es sich auch 
allein durch Streptavidin-Peroxidase detektieren ließ (nicht gezeigt). 

Die α-LTX-Bindung in vivo an HC110-R wurde des weiteren mit Hilfe des FACScan 
überprüft (Abb. 22). Hierzu wurden HEK-293-Zellen transient mit HC110-R-GFP, 
GFP-HC110-R oder aber mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfiziert. Zur Kontrolle 
wurden nicht transfizierte sowie transient mit dem adrenergen β2-R-GFP oder dem 
muscarinischen M1-R-GFP transfizierte HEK-293-Zellen eingesetzt. 24 h nach der 
Transfektion wurden die noch nicht-fixierten Zellen mit dem Liganden α-LTX 
inkubiert, α-LTX-bindende Zellen mit einem Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Primär- und 
einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-TRITC-Sekundärantikörper detektiert und 
abschließend fixiert. Weitere Kontrollen, bei denen HC110-R-GFP transfizierte Zellen 
(i) ohne α-LTX, aber mit dem Primär- und Sekundärantikörper, (ii) mit α-LTX und dem 
Sekundärantikörper, und (iii) nur mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurden, sollten 
unspezifische Bindungen des Primär- und Sekundärantikörpers ausschließen. 

Die FACS-Analyse von je 10000 HEK-293-Zellen erfolgte bei einer 
Anregungswellenlänge von 488 nm hinsichtlich ihrer Zellgröße, Granularität und 
Fluoreszenzfärbung. Da der Fluoreszenzfarbstoff TRITC ein mit EGFP überlappendes 
Absorptionsspektrum bei ausreichend getrennten Emissionsspektren besitzt, können mit 
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einer einzigen Anregungswellenlänge Signale für 2 verschiedenfarbige Fluorochrome 
erzeugt werden. Durch das Setzen eines ‘Gate‘ auf die Haupt-Zellpopulation wurden 
Zelltrümmer von der Messung der Fluoreszenzintensität ausgeschlossen. Zur 
quantitativen Auswertung wurden mit einer Kontrollmessung der nicht transfizierten 
Zellen die Grenzen für negative, ungefärbte und positive, GFP-fluoreszierende Zellen 
festgelegt. Die Autofluoreszenz der HEK-293-Zellen, d. h. die 4,4 % grünfluores-
zierenden, nicht transfizierten Zellen (Abb. 22Aa) wurden zur Berechnung der α-LTX-
Bindung (Abb. 22B) von den GFP-fluoreszierenden Proben (u. a. Abb. 22Ab, Ac) 
abgezogen.  
Der Wert für die unspezifische Färbung der mit α-LTX inkubierten Zellen durch den 
TRITC-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen IgG-Sekundärantikörper lag mit 3,4 % (nicht 
gezeigt) annähernd genauso hoch wie die 3,5 % vermeintlich α-LTX-bindenden nicht 
transfizierten HEK-293-Zellen (Abb. 22Ad) und wurde ebenfalls für die Berechnung der 
α-LTX-Bindung (Abb. 22B) von allen rotfluoreszierenden Zellen (u. a.                         
Abb. 22Ad-f) abgezogen. 
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Abb. 22. Nachweis der αααα-LTX-Bindung an HC110-R transfizierte HEK-293-Zellen.  
Je 5 x 105 nicht transfizierte, transient mit GFP, HC110-R-GFP, GFP-HC110-R, β2-R-GFP und              
M1-R-GFP transfizierte sowie mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfizierte HEK-293-Zellen wurden 
24 h nach der Transfektion mit α-LTX (15 nM), einem Kaninchen-anti-α-LTX IgG-Primär- (1:5000) und 
einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-TRITC-Sekundärantikörper (1:80) inkubiert und anschließend fixiert.     
Als Negativkontrollen wurden HC110-R-GFP transfizierte Zellen erstens mit dem Primär- und 
Sekundärantikörper, zweitens mit α-LTX und dem Sekundärantikörper und drittens nur mit dem 
Sekundärantikörper inkubiert. 
(A) Die linke Spalte stellt den prozentualen Anteil der GFP-fluoreszierenden Zellen (grün), die rechte 

Spalte den prozentualen Anteil der TRITC-fluoreszierenden Zellen nach α-LTX-Bindung (rot) 
graphisch dar: Die relative Zellzahl (Ordinate) wurde gegen die GFP-Fluoreszenz-Intensität (linke 
Spalte) oder TRITC-Fluoreszenz-Intensität (rechte Spalte) aufgetragen (Abszisse). Die 
Autofluoreszenz der HEK-293-Zellen betrug 4,4 % (nicht transfiziert); dagegen fluoreszierten          
20,4 % der GFP transfizierten Zellen (GFP) und 14,0 % der HC110-R-GFP transfizierten Zellen 
(HC110-R-GFP). 3,5 % der nicht transfizierten Zellen (nicht transfiziert), 5,1 % der GFP 
transfizierten Zellen (GFP) und 9,9 % der HC110-R-GFP transfizierten Zellen (HC110-R-GFP) 
waren nach α-LTX-Bindung aufgrund des TRITC-Sekundärantikörpers rotfluoreszierend. Dabei 
betrug die reine TRITC-Fluoreszenz des Sekundärantikörpers 3,4 % (nicht gezeigt). 

(B) Nach Abzug der Autofluoreszenz im Grünkanal und der unspezifischen Färbung durch den TRITC-
Sekundärantikörper im Rotkanal von allen Zellen wurde der prozentuale Anteil der GFP-
fluoreszierenden Zellen (GFP, HC110-R-GFP, GFP-HC110-R, β2-R-GFP, M1-R-GFP und        
HC110-R-Myc/His + GFP) ermittelt, die α-LTX gebunden hatten (α-LTX-Bindung in %).               
Die Standardabweichung ergab sich durch die Bestimmung der Mittelwerte von Dreifach-Ansätzen. 

Berechnete man den prozentualen Anteil der grünfluoreszierenden Zellen, die 
gleichzeitig auch rotfluoreszierend waren, nach Abzug der Autofluoreszenz bzw. der 
unspezifischen Rotfärbung durch den Sekundärantikörper, so konnte eine signifikante 
α-LTX-Bindung von 66,5 % an HC110-R-GFP nachgewiesen werden. Für                     
GFP-HC110-R betrug diese Bindung 44,6 % und für HC110-R-Myc/His 38,8 %; diese 
banden α-LTX damit quantitativ immer noch stärker als GFP oder die beiden GPCRs, 
β2-R-GFP und M1-R-GFP (Abb. 22B). 
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3.6.1 HC110-R vermittelte αααα-LTX Signaltransduktion  

α-LTX ist bekannt für seine Toxizität auf das zentrale Nervensystem von 
Vertebraten, bei der es durch die Erhöhung der intrazellulären freien Ca2+-Konzentration 
([Ca2+]i) und die Stimulation der unkontrollierten Exocytose von Neurotransmittern die 
Depolarisation von Neuronen auslöst. Nach erfolgtem Nachweis der Bindung von             
α-LTX an den HC110-R, sollte die Frage geklärt werden, ob α-LTX auch funktional 
Änderungen in einer HC110-R exprimierenden Zellinie hervorruft.  

Ein solches Verfahren zur Detektion von mit HC110-R interagierenden Substanzen 
stellt das Calcium-Imaging dar. Calcium spielt eine vitale Rolle als intrazellulärer, 
sekundärer Botenstoff und ist für eine Vielzahl von Stimulus-abhängigen Antworten 
ausschlaggebend. Dabei dient Fura-2 als Calcium-Indikator, mit dessen Hilfe 
Veränderungen der [Ca2+]i einzeln ausgewählter Zellen, z. B. transient oder stabil 
transfizierter Zellen, detektiert werden können. Bindet ein Agonist an seinen Rezeptor, 
kommt es bei einem Calcium-Einstrom bzw. bei der Freisetzung intrazellulären 
Calciums zu einer Änderung der Absorption in Abhängigkeit von der Calciumbeladung 
des Indikators. Ein Antagonist läßt sich in einem derartigen System durch die 
vollständige oder teilweise Unterdrückung des von dem Agonisten (z.B. α-LTX) 
induzierten Calciumsignals erkennen. 

Durchschnittlich wurden je 5-7 transient transfizierte und nicht transfizierte oder aber 
bis zu 13 stabil transfizierte Zellen durch das Setzen einer ROI (‘region of interest‘) 
ausgewählt. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenlänge von 340 nm (Calcium-
gebundenes Fura-2) und 380 nm (freies Fura-2), die Messung der Emission bei 510 nm. 
Für die Auswertung wurden die Fluoreszenzintensitäten von 340:510 nm sowie 380:510 
nm bestimmt und der Quotient aus 340/380 nm (‘background corrected images‘) als 
eine Funktion des zugefügten Agenz gebildet. 

Hierzu wurden je 2 x 105 COS-7- und HEK-293-Zellen transient mit HC110-R-GFP 
transfiziert und 48 h später mit 1 µM Fura-2/AM beladen. Stimulierte man HC110-R-
GFP transfizierte COS-7-Zellen mit 7,5 nM α-LTX, so erfolgte keine Änderung des 
Quotienten aus 340/380 nm (Abb. 23A). Die Zugabe von 30 nM α-LTX führte 
unmittelbar nach der Zugabe zu einer leichten ersten Erhöhung von 0,75 auf maximal 
0,98 nach 14 min, die nach 22 min wieder ihren Ausgangswert erreicht hatte; nach         
25 min kam es zu einem zweiten steileren Anstieg auf 0,96, der wenige Minuten später 
wieder auf 0,89 absank und dort ein Plateau erreichte (Abb. 23A). Die Zugabe von        
75 nM α-LTX zeigte einen vergleichbaren Verlauf: Unmittelbar nach α-LTX-Zugabe 
kam es zu einer ersten, aber rascheren Erhöhung des Quotienten aus 340/380 nm von 
0,75 auf maximal 1,05 nach 12 min und über weitere 15 min; dieser Wert sank dann 
wieder auf einen Quotienten von 0,94 ab, bevor es nach 21 min zu einer zweiten 
schnellen Erhöhung auf 1,13 kam, der nach 3 min erneut auf 1,04 absank und dort ein 
Plateau erreichte (Abb. 23A). Nicht transfizierte sowie mit GFP oder dem β2-R-GFP 
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transient transfizierte COS-7-Zellen zeigten keine Veränderung des Quotienten aus 
340/380 nm bei Stimulation der Zellen mit 75 nM α-LTX (Abb. 23B). 

Abb. 23. HC110-R vermittelte Signaltransduktion durch αααα-LTX in COS-7-Zellen. 
COS-7-Zellen wurden 48 h nach der transienten Transfektion mit HC110-R-GFP, GFP oder β2-R-GFP für 
30 min mit 1 µM Fura-2/AM beladen. Die Stimulation der Zellen erfolgte 6 min nach Beginn der 
Messung mit α-LTX für weitere 24 min. Gemessen wurde der Quotient aus 340/380 nm (Ratio) in 
Abhängigkeit von der Zeit in min. n gibt die Anzahl der ausgewählten Zellen an. 
(A) HC110-R-GFP exprimierende Zellen wurden mit 7,5 nM (hellgraue Linie), 30 nM (dunkelgraue 

Linie) oder 75 nM α-LTX (schwarze Linie) stimuliert.  
(B) Nicht transfizierte (n. t., hellgraue Linie) sowie GFP (schwarze Linie) oder β2-R-GFP (dunkelgraue 

Linie) exprimierende COS-7-Zellen wurden zur Kontrolle mit 75 nM α-LTX stimuliert. 

Stimulierte man HC110-R-GFP transfizierte HEK-293-Zellen mit 75 nM α-LTX, so 
kam es ebenfalls zu einer biphasischen Antwort: einem sofortigen und sehr kleinen 
ersten Anstieg des Quotienten aus 340/380 nm von 0,54 auf 0,67 2 min nach α-LTX-
Zugabe, der nach weiteren 10 min wieder seinen Ausgangswert erreichte und einem 
stärkeren zweiten Anstieg nach 22 min auf maximal 1,76 bei 29 min, der nach 44 min 
auf 0,6 absank (Abb. 24A).  

Um nun aber ausrechnen zu können, wie groß die jeweilige [Ca2+]i war, wurden die für 
das Ca2+-Imaging offensichtlich besser geeigneten HEK-293-Zellen nach dem Protokoll 
von McCormack und Cobbold [1991] für die Messung von Einzelzellen kalibriert (Abb. 
25A, B). Hierzu wurden Fura-2 beladene HEK-293-Zellen in die Anlage gebracht und 
mit einer Fließgeschwindigkeit von 1,6 ml Na+-HBS/min umspült. Die Zellen wurden 
nun über mehrere Minuten mit einer Ca2+-freien, Ionophor-haltigen Rmin-Lösung und 
anschließend mit einer Ca2+-gesättigten, Ionophor-haltigen Rmax-Lösung umspült. Zum 
Schluß quenchte eine 10 mM MnCl2-Lösung die Fluoreszenz bis auf die 
Autofluoreszenz der Zellen. 
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Abb. 24. HC110-R vermittelter Anstieg der [Ca2+]i durch αααα-LTX in HEK-293-Zellen.  
HEK-293-Zellen wurden 48 h nach der transienten Transfektion mit HC110-R-GFP, GFP-HC110-R,    
GFP oder den beiden GPCRs, M1-R-GFP und β2-R-GFP, für 30 min mit 1 µM Fura-2/AM beladen. Die 
Stimulation der Zellen erfolgte 6 min nach Beginn der Messung mit 75 nM α-LTX für weitere 44 min. 
Gemessen wurde der Quotient aus 340/380 nm (Ratio) in Abhängigkeit von der Zeit. n gibt die Anzahl      
der ausgewählten Zellen an. 
(A) C-terminal (HC110-R-GFP, schwarze Linie) und N-terminal mit GFP fusioniertes HC110-R (GFP-

HC110-R, graue Linie) wurde mit 75 nM α-LTX stimuliert. 
(B) Nicht transfizierte (n. t., schwarze Linie) und mit GFP transfizierte (graue Linie) Zellen wurden zur 

Kontrolle mit 75 nM α-LTX stimuliert. 
(C) Die beiden C-terminal GFP-fusionierten GPCRs, M1-R (M1-R-GFP, graue Linie) und β2-R (β2-R-

GFP, schwarze Linie), wurden ebenfalls zur Kontrolle mit 75 nM α-LTX stimuliert. 
(D) HC110-R-GFP transfizierte Zellen wurden zu Beginn der Messung mit 2 mM EGTA und nach 6 min 

mit 75 nM α-LTX versetzt (+EGTA, graue Linie). Zur Kontrolle wurden HC110-R-GFP 
exprimierende Zellen ohne EGTA nur mit α-LTX stimuliert (-EGTA, schwarze Linie). 

(E) Wie (D), nur daß 75 nM α-LTX nach 6 min und 2 mM EGTA erst 10 min später zugesetzt wurden, 
nachdem der erste Peak HC110-R-GFP transfizierter Zellen wieder den Ausgangswert erreicht hatte. 

(F) Zur Kontrolle wurden nicht transfizierte (n. t., graue Linie) und HC110-R-GFP exprimierende Zellen 
(HC110-R-GFP, schwarze Linie) zunächst mit Na+-HBS-Puffer und nach 6 min mit 2 mM EGTA 
versetzt. 
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Die Anregung erfolgte bei den Wellenlängen 340 nm (Abb. 25A) und 380 nm           
(Abb. 25B). Vor der Ermittlung von Rmin = A1/A2 = 13,584 / 29,013 = 0,468 und Rmax = 
B1/B2 = 50,465 / 9,477 = 5,325 sowie vor der Bildung des Quotienten aus Sf380/Sb380 = 
A2/B2 = 29,013 / 9,477 = 3,061 wurde der Autofluoreszenzwert von allen 
Kalibrierungswerten abgezogen. Nach Grynkiewicz et al. [1985] beträgt die 
Dissoziationskonstante Kd für Ca2+ bei 37 °C 224 nM. Dabei ist R der jeweils ermittelte 
Meßwert einer Probe zu einem bestimmten Zeitpunkt. Die [Ca2+]i für HEK-293-Zellen 
errechnet sich nach Grynkiewicz et al. [1985] wie folgt:  

 [Ca2+]i   = Kd x (R-Rmin) / (Rmax-R) x Sf380/Sb380 

 = 224 x (R-0,468) / (5,325-R) x 3,06 

Abb. 25. Kalibrierung der HEK-293-Zellen. 
(A) Zur Kalibrierung von nicht transfizierten und HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen nach 

McCormack und Cobbold [1991] wurden die Zellen zuerst mit einer Ca2+-freien Rmin- und 
anschließend mit einer Ca2+-gesättigten Rmax-Lösung umspült. Eine 10 mM MnCl2-Lösung quenchte 
die Fluoreszenz bei 340:510 nm bis auf die Autofluoreszenz der Zellen (gestrichelte Linie). 
Subtrahierte man den Wert für die Autofluoreszenz von dem minimalen Fluoreszenzwert nach Rmin-
Zugabe, denn Fura-2 gebundenes Ca2+ war hier minimal, so erhielt man A1 oder von dem maximalen 
Fluoreszenzwert nach Rmax-Zugabe, wenn Fura-2 maximale Mengen Ca2+ gebunden hatte, erhielt      
man B1 für die Berechnung der [Ca2+]i nach Grynkiewicz et al. [1985]. 

(B) Wie in (A) quenchte eine 10 mM MnCl2-Lösung die Fluoreszenz bei 380:510 nm bis auf die 
Autofluoreszenz der Zellen (gestrichelte Linie). Subtrahierte man den Wert für die Autofluoreszenz 
von dem maximalen Fluoreszenzwert bei 380:510 nm nach Rmin-Zugabe, wenn also vorwiegend Ca2+-
freies Fura-2 vorlag, so erhielt man A2 oder von dem minimalen Fluoreszenzwert nach Rmax-Zugabe, 
wenn nur noch minimale Mengen Ca2+-freies Fura-2 in der Zelle vorhanden waren, erhielt man B2 für 
die Berechnung der [Ca2+]i nach Grynkiewicz et al. [1985]. 

Folglich betrug der erste Ca2+-Anstieg HC110-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen       
2 min nach der Zugabe von 75 nM α-LTX nur 5±0,2 nM, der zweite verzögerte dagegen 
220±14,9 nM Ca2+ nach 22 min (HC110-R-GFP, schwarze Linie, Abb. 24A).             
GFP-HC110-R führte bei Stimulation mit 75 nM α-LTX zu einem vergleichbaren 
Verlauf, dessen 2. Peak lediglich um 13 % reduziert war (Abb. 24A). Das heißt, daß das 
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N- bzw. C-terminale Anfügen eines immerhin 27 kDa großen GFP-Tags nur 
geringfügige, wenn überhaupt, Einflüsse auf die α-LTX-Bindung und die sich 
anschließende Signaltransduktion durch HC110-R hatte.  

Der bei α-LTX beobachtete komplexe Ca2+-Anstieg in den Zellen war die Folge einer 
durch HC110-R vermittelten Signaltransduktion, da nicht transfizierte Zellen oder 
Zellen, die nur mit GFP transient transfiziert worden waren, keine Reaktion auf 75 nM 
α-LTX zeigten (Abb. 24B). Die Spezifität des HC110-R vermittelten α-LTX-
‘Signalling‘ wurde ferner durch transiente Transfektionen von HEK-293-Zellen mit 
anderen C-terminal GFP-fusionierten GPCRs, wie dem humanen muscarinischen       
M1-Acetylcholin-Rezeptor (M1-R-GFP) oder dem murinen β2-adrenergen Rezeptor      
(β2-R-GFP) bestätigt, denn diese Rezeptoren führten nach Stimulation mit 75 nM           
α-LTX zu keinem oder im Falle von β2-R-GFP nur zu einer geringen Erhöhung der 
[Ca2+]i um 30±3,4 nM Ca2+ nach 20 min (Abb. 24C). Der durch α-LTX ausgelöste 
Anstieg der [Ca2+]i konnte durch einen Einstrom von extrazellulärem Ca2+ und/oder den 
Ausstrom von Ca2+ aus intrazellulären Ca2+-Kompartimenten hervorgerufen worden 
sein. Daher wurde dem extrazellulären Milieu Ca2+ einmal vor (Abb. 24D) und einmal 
nach der Zugabe von α-LTX (Abb. 24E) durch 2 mM EGTA entzogen. Der frühe erste 
Peak verschwand, wenn EGTA 6 min vor der Stimulation mit 75 nM α-LTX zugegeben 
wurde (Abb. 24D). Die in Ca2+-haltigen Medium durch Zugabe von 75 nM α-LTX 
freigesetzte zweite große Ca2+-Menge in HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen 
reduzierte sich in Ca2+-freiem Medium um 94 % (Abb. 24D, E). Daraus wurde 
ersichtlich, daß α-LTX in erster Linie einen Einstrom von extrazellulärem Ca2+ 
verursachte. Lediglich die kleine verzögerte Erhöhung der [Ca2+]i um 13±1,3 nM Ca2+ 
nach 24 min konnte auf eine Mobilisierung aus intrazellulären Kompartimenten, wie       
z. B. dem ER, zurückgeführt werden. Das Zusetzen von 2 mM EGTA 6 min nach der 
Zugabe von Na+-HBS anstelle von α-LTX zu transfizierten, wie nicht transfizierten 
HEK-293-Zellen über einen Zeitraum von 30 min führte zu keiner Beeinträchtigung der 
Vitalität der Zellen; die [Ca2+]i blieb während der gesamten Versuche konstant         
(Abb. 24F). D. h., daß der durch α-LTX induzierte Ca2+-Einstrom in HC110-R-GFP 
transfizierten HEK-293-Zellen nicht auf einfacher Diffusion basierte, sondern mit Hilfe 
von Ca2+-Kanälen in der Plasmamembran erfolgte. 

Die Ca2+-Antwort von HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen zeigte mit seinem 
biphasischen Verlauf eine komplexe Dosisabhängigkeit für α-LTX: Bei niedrigen 
Konzentrationen um 7,5 nM war noch keine bzw. bei 25 nM nur eine leichte zweite       
α-LTX-vermittelte Erhöhung der [Ca2+]i um 4,3±1,3 nM Ca2+ festzustellen (Abb. 26A). 
Bei 50 nM α-LTX kam es beim ersten Peak zu einer Erhöhung um 11,8±1,8 nM Ca2+ 
und beim zweiten Peak um 47,9±5,3 nM Ca2+ (Abb. 26B). Bei 75 nM α-LTX kam es 
zunächst nur noch zu einer ersten Erhöhung um 5±0,2 nM Ca2+, dafür erhöhte der 
zweite Peak sein Maximum um 220±14,9 nM Ca2+ (Abb. 26B). 90 nM α-LTX führten 
dagegen zu einer Erhöhung des ersten Peaks um 121,9±9,0 nM Ca2+ und einem zweiten 
reduzierten Anstieg um 52,23±7,4 nM Ca2+ (Abb. 26C). Bei 120 nM α-LTX nahm der 
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erste Peak nur geringfügig um 135,8±8,8 nM Ca2+ zu und der zweite Peak reduzierte 
sich um 46,37±6,3 nM Ca2+ (Abb. 26C). Der erste Ca2+-Peak erhöhte sich mit 
steigender α-LTX-Konzentration und glich einem Sättigungsverlauf der Ca2+-
vermittelten Signaltransduktions-Kapazität von α-LTX (Abb. 26D). Dabei führten 
höhere Konzentrationen als 120 nM α-LTX zu einem von den Zellen nicht mehr 
kompensierbaren schlagartigen Ca2+-Anstieg und als Konsequenz daraus zum Zelltod 
(nicht dargestellt). Zeitlich konnte außerdem gezeigt werden, daß bei steigender           
α-LTX-Konzentration die maximale Erhöhung immer früher eintrat (Abb. 26B, C). Die 
beiden höheren α-LTX-Konzentrationen 90 nM und 120 nM unterschieden sich in 
ihrem Signal-vermittelten Verlauf nur geringfügig. Bei 120 nM α-LTX jedoch wurde 
der höchste Ca2+-Peak bereits unmittelbar nach α-LTX Zugabe erreicht (Abb. 26C). Der 
zweite verzögerte Peak vergrößerte sich zunächst mit steigender α-LTX-Konzentration 
von 25-75 nM, wurde dann aber, einer Optimumsreaktion gleich, bei 90 nM und        
120 nM wieder kleiner (Abb. 26D). 

 

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

0 10 20 30 40 50

α-LTX

25 nMα-LTX(n=6)

7,5 nMα-LTX (n=6) 0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

0 10 20 30 40 50

50 nMα-LTX (n=5)

75 nM
α-LTX (n=9)

α-LTX

A B

Zeit [min] Zeit [min]

R
at

io
 F

 [3
40

 / 
38

0]

R
at

io
 F

 [3
40

 / 
38

0]

C D

0

50

100

150

200

250

0 7,5 25 50 75 90 120

[C
a2+

] i
(n

M
)

2. Peak

1. Peak

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

0 10 20 30 40 50

α-LTX

120 nMα-LTX (n=7)

90 nMα-LTX (n=6)

Zeit [min] α-LTX [nM]

R
at

io
 F

 [3
40

 / 
38

0]



100 Ergebnisse 
Abb. 26. Dosisabhängigkeit von αααα-LTX auf das HC110-R vermittelte ‘Ca2+-Signalling‘. 
HEK-293-Zellen wurden 48 h nach der transienten Transfektion mit HC110-R-GFP für 30 min mit 1 µM 
Fura-2/AM beladen. Die Stimulation der Zellen erfolgte 6 min nach Beginn der Messung mit 
unterschiedlichen α-LTX-Konzentrationen für weitere 44 min. Gemessen wurde der Quotient aus       
340/380 nm (Ratio) in Abhängigkeit von der Zeit. n gibt die Anzahl der ausgewählten Zellen an. 
(A) HC110-R-GFP exprimierende Zellen wurden mit 7,5 nM (schwarze Linie) oder 25 nM α-LTX      

(graue Linie) stimuliert. 
(B) HC110-R-GFP exprimierenden Zellen wurde 50 nM (graue Linie) oder 75 nM α-LTX             

(schwarze Linie) zugesetzt. 
(C) HC110-R-GFP exprimierende Zellen wurden mit 90 nM (graue Linie) oder 120 nM α-LTX        

(schwarze Linie) stimuliert. 
(D) Auf der Abszisse ist die [Ca2+]i in nM, auf der Ordinate sind die zur Stimulation von HC110-R-GFP 

exprimierenden HEK-293-Zellen eingesetzten α-LTX-Konzentrationen (0, 7,5, 25, 50, 75, 90 und        
120 nM) für den ersten schnellen Peak (1. Peak, graue Linie) und den zweiten verzögerten Peak           
(2. Peak, schwarze Linie) aufgetragen. 

Die durch α-LTX-vermittelte Erhöhung der [Ca2+]i in HC110-R-GFP exprimierenden 
Zellen ließ sich mit steigenden Konzentrationen des Ca2+-Kanal-Blockers Cadmium 
inhibieren: Cadmium (10 µM) führte ohne vorherige α-LTX-Zugabe zu keiner 
Beeinflussung des intrazellulären Ca2+-Haushaltes von nicht transfizierten und        
HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen (Abb. 27A). Bei 1 µM Cd2+ wurde eine 
teilweise und bei 10 µM Cd2+ eine im Vergleich ohne Cadmium nahezu vollständige 
Hemmung des α-LTX induzierten Ca2+-Einstroms in HC110-R-GFP exprimierenden 
HEK-293-Zellen erreicht (Abb. 27B). Für 10 µM Cd2+ ist bekannt, daß sie Ca2+-Kanäle 
komplett blockieren [Shafer, 1998]. Bei einem Großteil der Ca2+-Kanäle, die am Ca2+-
Einstrom HC110-R-GFP transfizierter Zellen beteiligt waren, handelte es sich um 
solche des L-Typs, da 15 µM Nifedipin bereits ausreichten, den durch α-LTX 
induzierten Anstieg der [Ca2+]i signifikant zu unterdrücken. Dabei wurde der erste 
Anstieg vollständig inhibiert und der zweite Anstieg sank von 267±12,7 nM Ca2+ auf 
30±5,4 nM Ca2+, wurde also um 89 % reduziert und zusätzlich um 5 min verzögert 
(Abb. 27D). Die Kontrolle zeigte, daß 15 µM Nifedipin allein keine Auswirkungen auf 
die [Ca2+]i von nicht transfizierten oder HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen 
hatte (Abb. 27C). Wurde die intrazelluläre Ca2+-Mobilisierung durch 1 µM des direkten 
Phosholipase C-Inhibitors U-73122 [Bleasdale et al., 1990; Smith et al., 1990; 
Smallridge et al., 1992] vor der Zugabe von 75 nM α-LTX gehemmt, traten -    
verglichen mit dem biphasischen Verlauf bei Stimulation mit 75 nM α-LTX ohne         
U-73122 - folgende Veränderungen auf: Es kam zu einem ersten Anstig der [Ca2+]i nach 
10 min mit einer maximalen Erhöhung um 105±10,5 nM Ca2+ nach 16 min und zu 
einem zweiten Ca2+-Anstieg von 82±9,7 nM nach 32 min (Abb. 27F). Damit erhöhte 
sich der erste Peak gegenüber der α-LTX vermittelten Antwort um das 5fache, 
wohingegen sich der zweite Peak neben einer zeitlichen Verzögerung um den Faktor 4 
verringerte. Da U-73122 das Freisetzen von intrazellulärem Ca2+ inhibiert, müßten die 
beobachteten Ca2+-Einströme von extrazellulär erfolgt sein. Das chemisch unwirksame 
Analogon zu U-73122, U-73343 [Bleasdale et al., 1990], zeigte nach α-LTX Zugabe bei 
dieser Konzentration einen mit U-73122 vergleichbaren ersten Ca2+-Anstieg von 
107±8,2 nM nach 16 min und einen zweiten erhöhten von 204±12,5 nM nach 30 min, 
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der 15 min später wieder nahezu auf das Ausgangsniveau absank (Abb. 27F). Damit 
veränderte das chemisch unwirksame Analogon zu U-73122 die HC110-R vermittelte 
Signaltransduktion durch α-LTX, indem es den ersten kleinen Peak - wie auch U-73122 
- um 79 % erhöhte, den zweiten Peak in seiner Höhe und seinem Verlauf jedoch nicht 
beeinflußte, sondern lediglich um 8 min verzögerte. Die alleinige Zugabe von 1 µM     
U-73122 oder U-73343 zu HC110-R-GFP transfizierten Zellen führte zu keiner 
Veränderung der [Ca2+]i (Abb. 27E).  

Auch die den HC110-R-Myc/His-Rezeptor stabil exprimierende HEK-293-Zellinie 
reagierte dosisabhängig auf α-LTX: 7,5 nM α-LTX waren auch hier noch zu gering, um 
eine α-LTX-induzierte Veränderung der [Ca2+]i in HC110-R-Myc/His transfizierten 
Zellen zu erzeugen (Abb. 27G). Aber bereits 25 nM α-LTX waren ausreichend, um eine 
Erhöhung der [Ca2+]i um 106±38,0 nM nach 2 min zu erzeugen (Abb. 27G). Bei Zugabe 
von 75 nM α-LTX kam es ebenfalls 2 min nach α-LTX-Zugabe zu einem starken Ca2+-
Anstieg von 267±45,8 nM Ca2+, der erst nach 27 min wieder seinen ursprünglichen 
Ca2+-Gehalt erreichte (Abb. 27G). Dieser Ca2+-Anstieg glich dem zweiten verzögerten 
Ca2+-Peak HC110-R-GFP transfizierter HEK-293-Zellen bei gleicher α-LTX 
Konzentration (75 nM) sowohl in der Höhe des Signals, als auch in seinem Verlauf 
(Abb. 24A und Abb. 26B), die Antwort erfolgte nur - wie auch bei höheren 
Konzentrationen (90 nM und 120 nM) HC110-R-GFP transfizierter Zellen (Abb. 26C) - 
unmittelbar nach α-LTX-Zugabe. 

Um abzuschätzen zu können, in welchem Konzentrationsbereich Zellen, die einen 
natürlichen endogenen Latrophilin-Rezeptor besitzen, in dem hier verwendeten 
Calcium-Imaging-Meßsystem auf das von uns verwendete aufgereinigte, natürliche        
α-LTX reagieren, wurden nicht transfizierte bovine chromaffine 
Nebennierenmarkszellen, von denen man seit kurzem weiß, daß sie einen endogenen 
natürlichen Latrophilin-Rezeptor besitzen [Kobayashi et al., 1986; Krasnoperov et al., 
1997; Bittner et al., 1998], mit 7,5 nM, 25 nM und 75 nM α-LTX stimuliert (Abb. 
27H). Bei Zugabe von 7,5 nM α-LTX zeigten chromaffine Zellen - wie auch mit 
HC110-R-GFP transfizierte HEK-293-Zellen (Abb. 26A) - noch keine Veränderung des 
Quotienten aus 340/380 nm. Bei Zugabe von 25 nM α-LTX kam es bei den 
chromaffinen Zellen zu einer um 18 min verzögerten Zunahme des Quotienten aus 
340/380 nm von 0,7 auf 2,9, die der Antwort in HC110-R transfizierten HEK-293-
Zellen nach Stimulation mit 75 nM α-LTX entsprach (Abb. 24A und Abb. 26B). Jedoch 
konnte die massive Erhöhung der Ca2+-Konzentration in den chromaffinen Zellen 
innerhalb von 50 min nicht mehr kompensiert werden und die Zellen starben. Bei 
Zugabe von 75 nM α-LTX zu den chromaffinen Zellen kam es nach 5 min zunächst zu 
einer kleineren Erhöhung des Quotienten aus 340/380 nm von 0,8 auf 1,28 und nach     
11 min zu einem - verglichen mit der Stimulierung durch 75 nM α-LTX auf HC110-R-
GFP transfizierte HEK-293-Zellen (Abb. 24A und Abb. 26B) - fast doppelt so starken 
Anstieg von 1,2 auf 3,22, der dazu führte, daß die chromaffinen Zellen infolge des 
massiven Ca2+-Einstroms, wie bereits bei 25 nM α-LTX, starben (Abb. 27H). 
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Abb. 27. Untersuchung der HC110-R vermittelten Erhöhung der [Ca2+]i und Einfluß von αααα-LTX 
auf stabil HC110-R oder Latrophilin exprimierende Zellen.  
HC110-R-GFP exprimierende Zellen wurden 48 h nach der transienten Transfektion für 30 min mit 1 µM 
Fura-2/AM beladen; die Beladung stabil HC110-R-Myc/His transfizierter HEK-293-Zellen erfolgte stets 
nach der 6.-7. Passage. Gemessen wurde der Quotient aus 340/380 nm (Ratio) in Abhängigkeit von der 
Zeit. n gibt die Anzahl der ausgewählten Zellen an. 
(A) Nicht transfizierten (n. t., graue Linie) und transient HC110-R-GFP exprimierenden Zellen        

(HC110-R-GFP, schwarze Linie) wurde nach 6 min 10 µM Cd2+ für 44 min zur Kontrolle zugesetzt, 
um zeigen zu können, daß Cd2+ in dieser Konzentration keinen Einfluß auf die Vitalität der Zellen 
hat. 

(B) HC110-R-GFP transfizierte Zellen wurden zur Untersuchung auf spannungsabhängige Ca2+-Kanäle      
6 min vor der Stimulation mit 75 nM α-LTX mit 1 µM (1 µM Cd2+, dunkelgraue Linie) oder 10 µM 
Cd2+ (10 µM Cd2+, hellgraue Linie) versetzt. Zur Kontrolle wurden die transfizierten Zellen nur mit        
75 nM α-LTX stimuliert (-Cd2+, schwarze Linie). 

(C) Nicht transfizierte (n. t., graue Linie) und transient HC110-R-GFP exprimierende Zellen (HC110-R-
GFP, schwarze Linie) wurden zur Kontrolle nach 6 min mit 15 µM Nifedipin inkubiert, um zeigen zu 
können, daß Nifedipin in dieser Konzentration keinen Einfluß auf die Vitalität der Zellen hat. 

(D) HC110-R-GFP exprimierenden Zellen wurde zur Untersuchung auf spannungsabhängige Ca2+-      
Kanäle vom L-Typ 6 min vor der Stimulation mit 75 nM α-LTX 15 µM Nifedipin zugesetzt 
(+Nifedipin, graue Linie). Im Kontrollversuch erhielten die transfizierten Zellen kein Nifedipin                 
(-Nifedipin, schwarze Linie). 

(E) Um zeigen zu können, daß weder 1 µM des Phosphospholipase C-Hemmers U-73122, noch des 
chemisch unwirksamen Analogons U-73343 einen Einfluß auf die Vitalität der Zellen haben, wurden 
HC110-R-GFP transfizierte Zellen mit 1 µM U-73122 (schwarze Linie) oder U-73343 (graue Linie) 
versetzt. 

(F) HC110-R-GFP exprimierenden Zellen wurde zur Untersuchung der Ca2+-Freisetzung aus 
intrazellulären Ca2+-Speichern 6 min vor der Stimulation mit α-LTX 1 µM U-73122 oder U-73343 
zugefügt. 

(G) Die HC110-R-Myc/His stabil exprimierenden HEK-293-Zellen wurden nach 6 min mit 7,5 nM 
(hellgraue Linie), 25 nM (dunkelgraue Linie) oder 75 nM α-LTX (schwarze Linie) stimuliert. 

(H) Die den Latrophilin-Rezeptor endogen exprimierenden, bovinen chromaffinen Zellen wurden, wie in 
(G), mit 7,5 nM (hellgraue Linie), 25 nM (dunkelgraue Linie) oder 75 nM α-LTX (schwarze Linie) 
stimuliert. 

3.7 Bindung von PF1022A an HC110-R 

Im folgenden sollte die Bindung von PF1022A und dem Morpholin-Derivat 
BAY44-4400 an HC110-R durch SDS-PAGE, Liganden-Präzipitation und analytische 
Durchflußcytometrie nachgewiesen werden. Außerdem sollte überprüft werden, ob 
PF1022A und seine Derivate - ähnlich wie α-LTX - zu Veränderungen der [Ca2+]i in 
HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen führen oder aber das HC110-R vermittelte     
α-LTX-‘Signalling‘ beeinflussen. 

Gelegentlich zeigen Antikörper oder Proteine, die in der Immunfluoreszenz deutliche 
Signale geben, keine Reaktion bei der Anwendung des Immunoblot-Verfahrens. Da zur 
Durchführung der SDS-PAGE eine Denaturierung der Proteine notwendig ist, kommt es 
gegebenenfalls zu einer Zerstörung konformationsabhängiger Epitope. Antikörper oder 
Proteine, die spezifisch solche Epitope erkennen, können deshalb nicht mehr binden. So 
konnte auch weder mit dem biotinylierten Wirkstoff PF1022A, noch mit dem im 
Vergleich zum PF1022A besser löslichen Morpholin-Derivat BAY44-4400 eine 
HC110-R spezifische Bindung im Western Blot ausgemacht werden (nicht gezeigt). 
BAY44-4400 unterscheidet sich von PF1022A durch 2 Morpholin-Reste, die kovalent 
an die Phenylringe der beiden D-Phenyllactyl-Reste von PF1022A gebunden sind      
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[Nishiyama et al., 1998]. Renaturierte man die Proteine im SDS-Trenngel jedoch mit 
Hilfe von Harnstoff, der durch Aufhebung hydrophober Wechselwirkungen eine 
partielle Entfernung des SDS bewirkt [Lee et al., 1982], so konnte im Western Blot eine 
HC110-R spezifische Bindung nachgewiesen werden Abb. 28A, B). Hierzu wurde 
Gesamtprotein aus nicht transfizierten (Abb. 28A, Spur 1), aus HC110-R-Myc/His stabil 
exprimierenden HEK-293-Zellen (Abb. 28A, Spur 2) sowie aus dem in E. coli 
exprimierten 54 kDa großen N- (Abb. 28A, Spur 3) und dem 21 kDa großen                  
C-Terminus von HC110-R (Abb. 28A, Spur 4) durch SDS-PAGE aufgetrennt, 
renaturiert und wie gewohnt geblottet. Die Immundetektion erfolgte nach der Inkubation 
mit dem Liganden BAY44-4400, mit einem Kaninchen-anti-PF1022A-KLH-
Immunserum [Saeger, 1996] und einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-Antikörper. 
Ferner wurde ein partiell renaturiertes SDS-Polyacrylamidgel mit den Proteinfraktionen 
nicht transfizierter (Abb. 28B, Spur 1), HC110-R-Myc/His stabil transfizierter             
HEK-293-Zellen (Abb. 28B, Spur 2) sowie dem in E. coli exprimierten N-Terminus von 
HC110-R (Abb. 28B, Spur 3) und Gesamtprotein aus H. contortus (Abb. 28B, Spur 4) 
geblottet, mit PF1022A-Biotin inkubiert und über Streptavidin-HRP detektiert. Beide 
Blots (Abb. 28A, B) wiesen je eine distinkte 116 kDa große Bande in den HC110-R-
Myc/His stabil exprimierenden HEK-293-Zellen auf, wohingegen die Spuren mit nicht 
transfizierten Zellen keine Bande in dieser Höhe aufwiesen. Ferner banden sowohl das 
Morpholinderivat BAY44-4400, als auch das biotinylierte PF1022A an den 54 kDa 
großen N-Terminus von HC110-R (Abb. 28A, B, jeweils Spur 3), der 21 kDa große        
C-Terminus zeigte keine spezifische PF1022A-Bindung (Abb. 28A, Spur 4). Durch das 
biotinylierte PF1022A konnten in der Gesamt-Proteinfraktion adulter H. contortus 
Nematoden insgesamt 2 Banden detektiert werden: Eine 110 kDa große Bande und eine 
weitere ca. 88 kDa große Bande (Abb. 28B, Spur 4). Bei letzterer handelte es sich 
höchstwahrscheinlich um ein biotinyliertes Protein, wie es bereits für den Nematoden 
Heterakis spumosa mit 83 kDa beschrieben wurde [Pfaff, 1993], zumal es im Gegensatz 
zu der 110 kDa großen Bande selbst dann detektiert wurde, als der Nachweis 
ausschließlich über Streptavidin-HRP erfolgte (Abb. 28C, Spur 2). HC110-R-Myc/His 
stabil transfizierte HEK-293-Zellen wiesen dagegen allein unter Streptavidin-HRP keine 
116 kDa große Bande mehr auf (Abb. 28C, Spur 1). Des weiteren konnte 
ausgeschlossen werden, daß der in Abb. 28A verwendete Ziege-anti-Kaninchen IgG-
HRP-Sekundärantikörper allein unspezifische Signale verursachte (nicht gezeigt). 
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Abb. 28. Nachweis der PF1022A/BAY44-4400-Bindung an HC110-R.  
Die in 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine (je 30 µg) wurden mit Harnstoff-
haltigem Renaturierungspuffer partiell renaturiert, geblottet und geblockt. 
(A) Gesamtprotein nicht transfizierter (1) und HC110-R-Myc/His stabil transfizierter HEK-293-Zellen      

(2) sowie des in E. coli exprimierten N- (3) und C-Terminus (4) von HC110-R wurden mit dem 
Liganden BAY44-4400 (20 µg/ml) inkubiert und BAY44-4400-gebundene Proteine mit einem 
Kaninchen-anti-PF1022A-KLH-Immunserum (1:1000) und einem Ziege-anti-Kaninchen IgG-HRP-
Antikörper (1:25000) detektiert. 

(B) Gesamtprotein nicht transfizierter (1) und HC110-R-Myc/His stabil transfizierter HEK-293-Zellen     
(2) sowie des in E. coli exprimierten N-Terminus von HC110-R (3) und adulter H. contortus 
Nematoden (4) wurden mit dem Liganden PF1022A-Biotin (500 µg/ml) inkubiert und PF1022A-
gebundene Proteine über Streptavidin-HRP (1:3000) detektiert.  

(C) Gesamtprotein HC110-R-Myc/His stabil transfizierter HEK-293-Zellen (1) und adulter H. contortus 
Würmer (2) wurde zur Kontrolle nur mit Streptavidin-HRP (1:3000) inkubiert. SDS-Marker-Banden 
(M) zur Größenabschätzung liegen bei 116, 90, 70, 55, 38 und 32 kDa. 

Um diese Ergebnisse weiter zu verifizieren, wurde folgende Liganden-Präzipitation 
durchgeführt (Abb. 29): Je 2 mg und 4 mg magnetische Dynal M-280-Streptavidin-
gekoppelte Beads wurden mit 500 µg biotinyliertem PF1022A versetzt. Einem 
Kontrollansatz mit 4 mg Dynal-Beads wurde TST-Puffer anstelle von PF1022A 
zugesetzt. Überschüssiges PF1022A-Biotin wurde durch magnetische Separation 
entfernt, bevor ein Gemisch aus den in E. coli exprimierten und zuvor über 
Affinitätschromatographie aufgereinigten HC110-R N- und C-Terminus (Abb. 29,     
Spur 5) zugegeben wurde. Nach erneuter magnetischer Separation zur Abtrennung nicht 
gebundener HC110-R-Fragmente wurde je ein Aliquot ausgehend von 2 mg und 4 mg 
Dynal-Beads über SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. Die Detektion des Präzipitates 
erfolgte über das N-terminal fusionierte His-Tag mit einem Maus-anti-His IgG- und 
einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-Antikörper. Abb. 29 zeigt, daß nur die                
N-terminale 54 kDa große Region von HC110-R durch PF1022A präzipitiert wurde 
(Spuren 1-4), also folglich der nicht an PF1022A gebundene C-Terminus von HC110-R 
zuvor durch magnetische Separation entfernt worden war. Unspezifische Bindungen des 
N- oder C-Terminus von HC110-R an die Streptavidin-gekoppelten Beads wurden 
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ausgeschlossen, indem einem Reaktionsansatz kein biotinyliertes PF1022A zugesetzt 
wurde (Abb. 29, Spur 6). 

 
Abb. 29. Liganden-Präzipitation des N- und C-Terminus von HC110-R durch PF1022A-Biotin und 
Streptavidin-Beads. 
Doppeltansätze zu je 2 mg (1 und 2) und 4 mg (3 und 4) magnetische Dynal M-280-Streptavidin-Beads 
wurden mit je 500 µg PF1022A-Biotin; ein Kontrollansatz mit 4 mg Dynal M-280-Streptavidin-          
Beads wurde ohne PF1022A-Biotin nur in TST-Puffer (6) für 30 min bei RT inkubiert. Jeder Ansatz 
wurde mit einem Gemisch aus dem in E. coli exprimierten und über Affinitätschromatographie 
aufgereinigten N- (40 µg) und C-Terminus von HC110-R (60 µg) versetzt, für 1 h bei 4 °C inkubiert und 
in den Magneten gebracht. Nach der magnetischen Separation wurde jeweils ein halber Reaktionsansatz 
(1-4 und 6) sowie ein Aliquot des HC110-R Gemisches aus dem N- und C-Terminus vor der     
magnetischen Separation (5) in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, geblottet und mit 
einem Maus-anti-His IgG- (0,1 µg/ml) und einem Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-Antikörper (1:25000) 
detektiert. 

Die Bindung des Liganden PF1022A in vivo an HC110-R wurde außerdem mit Hilfe der 
FACS-Analyse überprüft (Abb. 30). Hierzu wurden in Dreifach-Ansätzen                     
HEK-293-Zellen transient mit HC110-R-GFP oder GFP-HC110-R transfiziert oder aber 
transient mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfiziert. Zur Kontrolle wurden nicht 
transfizierte sowie transient mit dem β2-R-GFP oder dem M1-R-GFP transfizierte       
HEK-293-Zellen eingesetzt. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 
biotinyliertem PF1022A inkubiert und PF1022A-gebundene Zellen über Streptavidin-
Phycoerythrin detektiert und abschließend fixiert. Eine Negativkontrolle HC110-R-GFP 
transfizierter Zellen wurde ohne PF1022A-Biotin nur mit Streptavidin-Phycoerythrin 
inkubiert. 

Die Fluoreszenzanalyse von je 10000 HEK-293-Zellen erfolgte mit dem FACScan bei 
einer Anregungswellenlänge von 488 nm hinsichtlich ihrer Zellgröße, Granularität und 
Fluoreszenzfärbung. Phycoerythrin besitzt - wie auch TRITC - ein mit EGFP 
überlappendes Absorptionsspektrum bei ausreichend getrennten Emissionsspektren, so 
daß beide Fluorochrome bei nur einer Wellenlänge angeregt werden können. 
Zelltrümmer wurden durch das Setzen eines ‘Gate‘ auf die Haupt-Zellpopulation von 
der Messung der Fluoreszenzintensität ausgeschlossen. Zur quantitativen Auswertung 
wurden die Grenzen für negative, ungefärbte und positive, GFP-fluoreszierende Zellen 
anhand der nicht transfizierten und mit GFP transfizierten Zellen festgelegt. Die 4,6 % 
grünfluoreszierenden, nicht transfizierten HEK-293-Zellen (Autofluoreszenz) wurden 
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von den anderen GFP-fluoreszierenden Proben abgezogen; und der Wert für die 
unspezifische Färbung der Zellen durch das mit Phycoerythrin gekoppelte Streptavidin 
(5,4 %) wurde von allen rotfluoreszierenden Zellen abgezogen (Tab. 9). 

Plasmid GFP-Fluoreszenz  Phycoerythrin-Fluoreszenz  

nicht transfiziert 0 ± 0 % 0 ± 0 % 

GFP 17,0 ± 0,5 % 1,3 ± 0,4 % 

HC110-R-GFP 10,9 ± 0,2 % 4,5 ± 0,4 % 

GFP-HC110-R 9,4 ± 2,5 % 2,5 ± 0,3 % 

β2-R-GFP 7,6 ± 0,4 % 0,8 ± 0,1 % 

M1-R-GFP 8,2 ± 0,7 % 1,6 ± 0,1 % 

HC110-R-Myc/His + GFP 23,1 ± 2,3 % 10,3 ± 0,7 % 

Tab. 9. Nachweis der PF1022A-Bindung an HC110-R transfizierte HEK-293-Zellen durch 
FACScan. 
Die 4,6 % aufgrund der Autofluoreszenz der Zellen grünfluoreszierenden, nicht transfizierten Zellen 
wurden von allen GFP-fluoreszierenden Zellen subtrahiert. Ebenso wurde die unspezifische Färbung 
durch Streptavidin-Phycoerythrin von 4,4 % von allen rot-fluoreszierenden Versuchsansätzen abgezogen. 

Berechnete man den prozentualen Anteil der grünfluoreszierenden Zellen, die nach 
Abzug der Autofluoreszenz bzw. der unspezifischen Rotfärbung durch Streptavidin-
Phycoerythrin auch rotfluoreszierend waren, so banden 41,2 % der HC110-R-GFP 
exprimierenden Zellen, 26,8 % der GFP-HC110-R exprimierenden Zellen sowie 44,5 % 
der mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfizierten Zellen PF1022A, dagegen banden 
nur 7,5 % der GFP exprimierenden Zellen, 9,9 % der β2-R-GFP exprimierenden Zellen 
und 19,2 % der M1-R-GFP exprimierenden Zellen PF1022A (Abb. 30). 
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Abb. 30. Nachweis der PF1022A-Bindung an HC110-R transfizierte HEK-293-Zellen durch 

FACScan. 
Je 5 x 105 nicht transfizierte, transient mit GFP, HC110-R-GFP, GFP-HC110-R, β2-R-GFP und                 
M1-R-GFP transfizierte sowie transient mit HC110-R-Myc/His und GFP kotransfizierte HEK-293-Zellen 
wurden 24 h nach der Transfektion mit 0,5 µg/ml PF1022A-Biotin und Streptavidin-Phycoerythrin    
(1:300) inkubiert und anschließend fixiert. Als Negativkontrolle wurden HC110-R-GFP transfizierte      
Zellen ohne PF1022A-Biotin nur mit Streptavidin-Phycoerythrin inkubiert. Nach Abzug der 
Autofluoreszenz, d. h. der 4,6 % nicht transfizierten Zellen (n. t.) im Grünkanal von allen grün-
fluoreszierenden Zellen und der durch Streptavidin-Phycoerythrin bedingten 4,4 % unspezifischen 
Färbung im Rotkanal wurde der prozentuale Anteil der GFP-fluoreszierenden Zellen (GFP,            
HC110-R-GFP, GFP-HC110-R, β2-R-GFP, M1-R-GFP und HC110-R-Myc/His + GFP) ermittelt, die 
PF1022A gebunden haben (PF1022A-Bindung in %). Die Standardabweichung ergibt sich durch die 
Bestimmung der Mittelwerte von Dreifach-Ansätzen. 

3.7.1 Wechselwirkungen von PF1022A-Derivaten mit HC110-R vermittelter 
αααα-LTX Signaltransduktion 

PF1022A zeigt neuropharmakologische in vitro Aktivität zwischen 10-9-10-3 
mg/ml je nach Nematodenart [Terada, 1992]. Um eine mögliche Interferenz von 
PF1022A und seiner Derivate mit HC110-R und dem durch HC110-R vermittelten            
α-LTX-‘Signalling‘ festzustellen, wurde mit Hilfe der Ca2+-Imaging-Methode der 
Einfluß von BAY44-4400, einer besser löslichen Morpholin-Variante von PF1022A 
[Nishiyama et al., 1998], auf HC110-R transient oder stabil exprimierende HEK-293-
Zellen untersucht. Zur Kontrolle wurde der in vitro wie in vivo mehr als 100fach 
weniger wirksame optische Antipode zu PF1022A [Pleiss et al., 1995; Geßner et al., 
1996], PF1022-001 [Ohyama et al., 1994], eingesetzt. BAY44-4400 und PF1022-001 
wurden aufgrund ihrer Hydrophobizität zunächst in reinem DMSO gelöst. Die 
Stammkonzentration wurde dabei so gewählt, daß im Versuchsansatz stets nur                
0,1 % DMSO gegenwärtig waren. Für DMSO-Konzentrationen bis einschließlich 0,1 % 
konnte in Kontrollversuchen ausgeschlossen werden, daß sie in nicht transfizierten wie 
HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen zu einer Beeinträchtigung der 
Versuchsergebnisse führten (Abb. 31A). Fura-2 beladene nicht transfizierte sowie mit 
HC110-R-GFP transfizierte Zellen wurden zum einen mit 100, 300 oder 400 ng/ml 
sowie 1 oder 10 µg/ml BAY44-4400 und zum anderen mit den gleichen 
Konzentrationen PF1022-001 stimuliert. Bei keiner Konzentration konnte über den 
gesamten Zeitraum von 50 min eine Ca2+-vermittelte Antwort festgestellt werden.     
Abb. 31B und C zeigen exemplarisch die Stimulation HC110-R-GFP und M1-R-GFP 
transfizierter Zellen mit 400 ng/ml BAY44-4400 und PF1022-001. Da die PF1022A-
Derivate möglicherweise auch von den Zellen aufgenommen werden und damit 
sekundär in Signaltransduktionswege eingreifen können und weil die PF1022A-Derivate 
je nach Parasit längere Zeit im Wurm verweilen [Conder et al., 1995], wurden die 
Zellen in einigen Versuchen für 90 min mit den Derivaten vorinkubiert. Zellen, die für 
90 min mit 4 ng/ml (nicht gezeigt) oder 400 ng/ml BAY44-4400 oder PF1022-001 
vorinkubiert wurden, zeigten keine Veränderung der [Ca2+]i (Abb. 31D). Bei direkter 
Zugabe von Konzentrationen ab 300 ng/ml BAY44-4400 konnte - im Gegensatz zu dem 
optischen Antipoden - eine leichte, aber innerhalb weniger Minuten reversible 
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Zellschwellung als unmittelbare Wirkung auf das Anthelminthikum in HC110-R-GFP 
transfizierten HEK-293-Zellen auf einem Monitor, der die Zellen 40fach vergrößert 
darstellte, beobachtet werden.  

Abb. 31. Einfluß von BAY44-4400 und dem optischen Antipoden PF1022-001 auf das HC110-R 
vermittelte Ca2+-‘Signalling‘. 
Die Beladung der Zellen mit 1 µM Fura-2/AM erfolgte in nicht transfizierten HEK-293-Zellen sowie          
48 h nach der transienten Transfektion mit HC110-R-GFP oder M1-R-GFP. Gemessen wurde der 
Quotient aus 340/380 nm (Ratio) in Abhängigkeit von der Zeit. n gibt die Anzahl der ausgewählten      
Zellen an. 
(A) Nicht transfizierte (n. t., graue Linie) und HC110-R-GFP transfizierte (HC110-R-GFP, schwarze 

Linie) Zellen wurden zur Kontrolle nach 6 min mit 0,1 % des Lösungsmittels DMSO in Na+-HBS-
Puffer versetzt. 

(B) HC110-R-GFP (schwarze Linie) und M1-R-GFP (graue Linie) transfizierte Zellen wurden nach            
6 min mit 400 ng/ml BAY44-4400 stimuliert. 

(C) Wie (B), HC110-R-GFP (schwarze Linie) und M1-R-GFP (graue Linie) transfizierte Zellen wurden 
nach 6 min mit 400 ng/ml PF1022-001 stimuliert. 

(D) HC110-R-GFP exprimierende Zellen wurden für 90 min mit 400 ng/ml BAY44-4400 (schwarze 
Linie) oder PF1022-001 (graue Linie) vorinkubiert und nicht gebundene Substanzen vor der Messung 
weggewaschen. 

(E) Nicht transfizierten (n. t., graue Linie) und HC110-R-GFP exprimierenden Zellen (HC110-R-GFP, 
schwarze Linie) wurde nach 6 min 10 µM Piperazin zugesetzt. 

(F) Wie (E), nur wurde nicht transfizierten (n. t., graue Linie) und HC110-R-GFP exprimierenden Zellen 
(HC110-R-GFP, schwarze Linie) nach 6 min ein Gemisch aus 10 µM Piperazin und 400 ng/ml 
BAY44-4400 verabreicht. 
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Von Piperazin weiß man neuesten Versuchen zufolge, daß es die Wirkung von 
PF1022A/BAY44-4400 in in vitro- wie in vivo-Versuchen mit Heterakis spumosa 
synergistisch verstärkt [persönliche Mitteilung Dr. Dr. A. Harder]. Bei gleichzeitiger 
Gabe von 400 ng/ml BAY44-4400 mit 1 oder 10 µM Piperazin (Abb. 31F) konnte 
weder in nicht transfizierten, noch in HC110-R-GFP transient transfizierten              
HEK-293-Zellen eine Änderung der [Ca2+]i festgestellt werden. Der Kontrollansatz mit 
10 µM Piperazin führte ebenfalls in nicht transfizierten und HC110-R-GFP 
transfizierten Zellen zu keiner Veränderung des Ca2+-Haushaltes (Abb. 31E). 

Im Gegensatz dazu beeinflußten sowohl BAY44-4400, als auch der optische Antipode 
PF1022-001, in Anwesenheit von 75 nM α-LTX die α-LTX-induzierte 
Signaltransduktion von HC110-R-GFP exprimierenden HEK-293-Zellen, wenngleich 
auch in unterschiedlichem Ausmaß (Abb. 31B-E). In einem Kontrollexperiment, in dem 
man HC110-R-GFP oder M1-R-GFP transfizierten Zellen 6 min vor der Stimulation mit 
75 nM α-LTX 0,1 % DMSO zusetzte, konnte ausgeschlossen werden, daß das für 
BAY44-4400 und auch PF1022-001 verwendete Lösungsmittel in dieser Konzentration 
einen Einfluß auf die durch α-LTX induzierte Veränderung der [Ca2+]i ausübte.      
HC110-R-GFP exprimierende Zellen zeigten im Gegensatz zu den M1-R-GFP 
exprimierenden Zellen nach α-LTX-Zugabe den bereits in Kap. 3.6.1 beschriebenen 
biphasischen Verlauf mit vergleichbaren Werten für [Ca2+]i (Abb. 32A). Inkubierte man 
HC110-R-GFP exprimierende Zellen 6 min vor der α-LTX-Zugabe mit 4 ng/ml         
BAY44-4400, so verringerte sich der in Kap. 3.6.1 beschriebene Einfluß des α-LTX auf 
die Ca2+-Konzentration: Der durch α-LTX induzierte erste kleine Anstieg der [Ca2+]i 
verschwand und der zweite verzögerte Peak wurde 14 min nach der α-LTX-Zugabe auf 
44±6,0 nM Ca2+ reduziert (Abb. 32B). In Anwesenheit von 4 ng/ml PF1022-001 - die 
Zugabe erfolgte 6 min vor der Stimulation mit α-LTX - kam es zu einem schnellen 
sofortigen Anstieg von 103±11,5 nM Ca2+ (Abb. 32B). Wurde HC110-R-GFP 
exprimierenden Zellen 6 min vor der α-LTX-Zugabe 400 ng/ml BAY44-4400   
zugesetzt, kam es - ähnlich wie bei 4 ng/ml BAY44-4400 (Abb. 32B) - zu einer 
verzögerten Erhöhung der [Ca2+]i um 49±4,2 nM nach 23 min, die 8 min später auf ein 
verglichen mit den Ausgangswerten um 11±1,4 nM leicht erhöhtes Plateau absank 
(Abb. 32C). Setzte man 400 ng/ml PF1022-001 6 min vor der Inkubation mit 75 nM      
α-LTX zu, so kam es zu einer schnellen Ca2+-Erhöhung um 112±14,3 nM Ca2+       
(Abb. 32C), wie sie bereits bei Zugabe von 4 ng/ml PF1022-001 beobachtet werden 
konnte (Abb. 32B). In einem anderen Versuchsansatz wurden HC110-R-GFP 
exprimierende HEK-293-Zellen jeweils mit 4 ng/ml (Abb. 32D) oder 400 ng/ml 
BAY44-4400 bzw. PF1022-001 (Abb. 32E) für 90 min vorinkubiert. Nicht gebundener 
oder aufgenommener Wirkstoff wurde nach der Inkubation und Beladung der Zellen mit 
Fura-2/AM sorgfältig weggewaschen, bevor die Zellen mit 75 nM α-LTX stimuliert 
wurden. Mit dem optischen Antipoden PF1022-001 vorinkubierte HC110-R     
transfizierte Zellen zeigten bei 4 ng/ml PF1022-001 eine Erhöhung der [Ca2+]i um 
102±6,4 nM (Abb. 32D) und bei 400 ng/ml eine vergleichbare Erhöhung um        
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109±8,4 nM Ca2+ (Abb. 32E). Dieser bereits wenige Minuten nach α-LTX-Zugabe 
beobachtete Ca2+-Anstieg glich den bereits in Abb. 32B und C beobachteten schnellen 
Veränderungen der [Ca2+]i, als PF1022-001 unmittelbar vor der Stimulation mit α-LTX 
zugegeben wurde. BAY44-4400 dagegen zeigte unterschiedliche Antworten bezüglich 
des α-LTX induzierten Ca2+-Einstroms: Wurden HC110-R-GFP exprimierende Zellen 
mit 4 ng/ml BAY44-4400 für 90 min vorinkubiert, kam es durch α-LTX-Induktion zu 
einer maximalen Erhöhung der [Ca2+]i um 95±20,5 nM bei 10 min, bevor sie auf ein um 
23±2,6 nM Ca2+ erhöhtes ausgedehntes Plateau absank (Abb. 32D). Bei Vorinkubation 
mit 400 ng/ml BAY44-4400 kam es nach α-LTX-Stimulation zu einer Ca2+-Erhöhung 
der [Ca2+]i um maximal 65±7,5 nM (Abb. 32D), die zudem noch 12 min verzögert 
gegenüber der Vorinkubation mit 4 ng/ml BAY44-4400 auftrat (Abb. 32C).  

Setzte man stabil HC110-R-Myc/His exprimierenden HEK-293-Zellen 6 min vor der      
α-LTX-Zugabe 400 ng/ml BAY44-4400 zu, so wurde die bereits in Kap. 3.6.1 
beobachtete direkte Erhöhung der [Ca2+]i um 267±45,8 nM (Abb. 27G) komplett 
inhibiert (Abb. 32F). Im Gegensatz dazu führte die Zugabe von 400 ng/ml PF1022-001 
mit einer Ca2+-Erhöhung um 209±33,4 nM Ca2+ zu keiner signifikanten Veränderung 
der [Ca2+]i (Abb. 32F). 

Um den spezifischen Einfluß von BAY44-4400 auf das α-LTX vermittelte Ca2+-
‘Signalling‘ in HC110-R exprimierenden Zellen zu zeigen, wurden folgende 
Kontrollexperimente durchgeführt: Zunächst wurden nicht transfizierte HEK-293-Zellen 
mit 1 mM Carbamylcholin-Chlorid (Carbachol), einem Liganden für muscarinische 
Acetylcholin-Rezeptoren, unter An- und Abwesenheit von 400 ng/ml BAY44-4400 
stimuliert (Abb. 32G). In beiden Fällen kam es zu einer vergleichbaren sofortigen 
Erhöhung der [Ca2+]i durch endogene, natürliche muscarinische Acetylcholin-
Rezeptoren um 58±8,1 nM Ca2+ für HEK-293-Zellen bei Anwesenheit von         
BAY44-4400 und um 53±6,8 nM Ca2+ bei Abwesenheit des Anthelminthikums. Die 
zusätzliche transiente Transfektion von HEK-293-Zellen mit dem C-terminal GFP-
fusionierten, humanen muscarinischen M1-Acetylcholin-Rezeptor (M1-R-GFP) führte 
zu einer gegenüber nicht transfizierten Zellen (Abb. 32G) leichten Erhöhung der [Ca2+]i 
um 89±5,5 nM bei An- und um 85±6,1 nM Ca2+ bei Abwesenheit von 400 ng/ml 
BAY44-4400 (Abb. 32H). Auch konnte kein signifikanter Einfluß von BAY44-4400 auf 
den M1-R-GPCR beobachtet werden. Stimulierte man in nicht transfizierten             
HEK-293-Zellen die endogen vorhandenen natürlichen β2-adrenergen Rezeptoren mit     
1 mM Isoproterenol oder die nicotinischen Rezeptoren mit 1 mM Arecolin - wie bereits 
für Carbachol beschrieben - unter An- und Abwesenheit von 400 ng/ml BAY44-4400, 
so kam es auch hier zu keinem signifikanten Unterschied der [Ca2+]i (Abb. 32I). 
Isoproterenol induzierte einen Anstieg der [Ca2+]i von 45±4,7 nM in An- und eine 
Zunahme von 48±5,7 nM Ca2+ in Abwesenheit von BAY44-4400. Infolge der Arecolin-
Stimulation kam es in Anwesenheit von BAY44-4400 zu einer Erhöhung um          
28±4,1 nM Ca2+, in Abwesenheit des Wirkstoffes um 27±3,5 nM Ca2+ (Abb. 32I). 
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Abb. 32. Wechselwirkungen des HC110-R vermittelten αααα-LTX-‘Signalling‘ durch PF1022A-
Derivate. 
Die Beladung der Zellen mit 1 µM Fura-2/AM erfolgte in nicht transfizierten HEK-293-Zellen sowie           
48 h nach der transienten Transfektion mit HC110-R-GFP oder M1-R-GFP. Die eingesetzte α-LTX-
Menge betrug stets 75 nM. Für die Versuche mit den Kontrollsubstanzen wurden die Zellen mit einer 
Fließgeschwindigkeit von 1,6 ml Na+-HBS/min umspült. Gemessen wurde der Quotient aus 340/380 nm 
(Ratio) in Abhängigkeit von der Zeit. n gibt die Anzahl der ausgewählten Zellen an. 
(A) HC110-R-GFP (schwarze Linie) und M1-R-GFP (graue Linie) exprimierende Zellen wurden 6 min 

vor der α-LTX-Stimulation mit 0,1 % DMSO versetzt, um auszuschließen, daß DMSO Einfluß auf      
α-LTX induzierte Veränderungen der [Ca2+]i nimmt. 

(B) HC110-R-GFP transfizierte Zellen wurden 6 min vor der α-LTX Zugabe mit 4 ng/ml BAY44-4400 
(schwarze Linie) oder PF1022-001 (graue Linie) versetzt. 

(C) Wie (B), nur wurde HC110-R-GFP exprimierenden Zellen 6 min vor der Stimulation mit α-LTX         
400 ng/ml BAY44-4400 (schwarze Linie) oder PF1022-001 (graue Linie) zugegeben. 

(D) HC110-R-GFP transfizierte Zellen wurden für 90 min mit 4 ng/ml BAY44-4400 (schwarze Linie)   
oder PF1022-001 (graue Linie) vorinkubiert und nicht gebundene Substanzen vor der Messung 
entfernt. Die Stimulation der Zellen erfolgte nach 6 min mit α-LTX. 
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(E) Wie (D), nur wurden HC110-R-GFP transfizierte Zellen für 90 min mit 400 ng/ml BAY44-4400 

(schwarze Linie) oder PF1022-001 (graue Linie) vorinkubiert, nicht gebundene Substanzen vor der 
Messung entfernt und die Zellen nach 6 min mit α-LTX stimuliert. 

(F) HC110-R-Myc/His stabil exprimierende Zellen wurden 6 min vor der Zugabe von α-LTX mit               
400 ng/ml BAY44-4400 (schwarze Linie) oder PF1022-001 (graue Linie) versetzt. 

(G) Zur Kontrolle wurde nicht transfizierten Zellen in An- (400 ng/ml BAY44-4400, schwarze Linie) 
oder Abwesenheit (-BAY44-4400, graue Linie) von 400 ng/ml BAY44-4400 nach 6 min 1 mM 
Carbamylcholin-Chlorid (Carbachol) für 100 s zugesetzt und wieder mit Na+-HBS ausgewaschen. 

(H) Wie (G), nur wurden M1-R-GFP transfizierte Zellen in An- (400 ng/ml BAY44-4400, schwarze       
Linie) oder Abwesenheit (-BAY44-4400, graue Linie) von 400 ng/ml BAY44-4400 nach 6 min mit         
1 mM Carbachol für 100 s stimuliert und wieder mit Na+-HBS ausgewaschen. 

(I) Zur Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen in An- (400 ng/ml BAY44-4400, schwarze Linie)        
oder Abwesenheit (-BAY44-4400, graue Linie) von 400 ng/ml BAY44-4400 nach 3 min für 100 s mit 
1 mM Isoproterenol und nach 12 min für 100 s mit 1 mM Arecolin stimuliert. Die Substanzen wurden 
nach den 100 s wieder mit Na+-HBS ausgewaschen. 
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4 Diskussion 

Diese Arbeit zeigt, daß der in einem Liganden-Immunscreening aus einer           
H. contortus cDNA-Expressionsbibliothek isolierte 110 kDa große heptahelikale 
Transmembran-Rezeptor HC110-R ein neues ‘Target‘-Protein für das erst vor wenigen 
Jahren aus dem Pilz Mycelia sterilia entdeckte anthelminthisch hochwirksame 
Cyclodepsipeptid PF1022A darstellt [Sasaki et al., 1992; Wang et al., 1994; Kachi et 
al., 1995]. Die Bindung von PF1022A an den N-Terminus von HC110-R beeinflußt 
antagonistisch die HC110-R vermittelte α-LTX Signaltransduktion. 

4.1 Charakterisierung des heptahelikalen Transmembran-Rezeptors 
HC110-R 

Die HC110-R-Proteinsequenz weist eine 38-52 %ige Ähnlichkeit zu Vertretern 
der GPCR-Familie auf. Die GPCRs stellen eine vielfältige Membranproteinfamilie dar, 
die untereinander nur zu 20-40 % ähnlich sind [Brann, 1992]. Sequenzähnlichkeiten mit 
bis zu 50-70 % bestehen erst innerhalb der GPCR-Unterfamilien, wie bspw. der 
Sekretin-Unterfamilie. Diese weisen charakteristische ‘Fingerprint‘-Motive auf, mit 
denen eine Abgrenzung von anderen integralen Membranproteinen möglich wird 
[Attwood und Findlay, 1994]. Abgesehen von Sequenz-spezifischen Variationen 
unterscheiden sich die einzelnen GPCR-Unterfamilien in der Länge und Funktion ihrer 
N-terminalen extrazellulären Domäne, ihrer C-terminalen intrazellulären Domäne und 
ihren intra- und extrazellulären Schleifen [Bockaert und Pin, 1999]. 

Die Zuordnung von HC110-R zu der GPCR-Unterfamilie der großen Sekretin-artigen 
Rezeptoren ist aufgrund der hohen Übereinstimmung im Bereich der sieben 
Transmembran-Domänen sowie konservierter Proteinmotive in dem 59 kDa großen 
extrazellulären N-Terminus (535 AS) und dem 24 kDa großen intrazellulären                    
C-Terminus (214 AS) sehr wahrscheinlich [Segre und Goldring, 1993]. Zu dieser 
Familie gehören u. a. die durchschnittlich 337 kDa großen Cadherin-Rezeptoren 
[Hadjantonakis et al., 1998], 210 kDa großen Latrophilin-Rezeptoren [Davletov et al., 
1996; Krasnoperov et al., 1997; Lelianova et al., 1997; Ichtchenko et al., 1998; Sugita et 
al., 1998; Matsushita et al., 1999], 100 kDa großen EMR1-Hormon-Rezeptoren [Baud 
et al., 1995; McKnight et al., 1996; Lin et al., 1997] und die 90 kDa großen CD97-
Rezeptoren [Hamann et al., 1995; 1996]. 
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Abb. 33. Graphische Darstellung von HC110-R und seiner charakteristischen Protein-Motive. 
Die strukturellen Motive sind wie folgt gekennzeichnet: N-terminales Signalpeptid (SP, Pos. 1-21, 
schwarz); Lectin-ähnliche Sequenz (Lectin, Pos. 22-125, pink); Thr-reiche Region (T-reich, Pos. 128-147, 
grau); Cys-reiche Signatur (Signatur, Pos. 166-221, rot); 4-Cys-Region (4 C-Region, Pos. 478-524, rot); 
sieben Transmembran-Domänen (zwischen Pos. 536-772, grün); Pro-reiche Region (P-reich, Pos. 845-
861, blau); PEST-Region (PEST, Pos. 915-933, blau); 3 N-Glykosylierungsstellen (Pos. 26, 499 und 862, 
Verzweigung); und die unter den Sekretin-GPCRs hochkonservierten Cystein-Reste (-SH).  

Für HC110-R besteht eine 48 %ige Sequenzidentität und 76 %ige Ähnlichkeit zu einer 
deduzierten Aminosäuresequenz aus dem nicht näher charakterisierten C. elegans 
Cosmidklon B0457 [Wilson et al., 1994]. Die höchste Sequenzidentität (62 %) und 
Ähnlichkeit (90 %) liegt in den sieben Transmembran-Regionen, wobei die 
Sequenzidentität für den N-Terminus mit 44 % und den C-Terminus mit 50 % immer 
noch sehr hoch ist. Außerdem zeigt HC110-R mit einer 31 %igen Identität hohe 
strukturelle Ähnlichkeiten zu dem bereits erwähnten 210 kDa großen Latrophilin/CIRL-
Rezeptor in Vertebraten. 

HC110-R, B0457 und Latrophilin verfügen neben der heptahelikalen Struktur über 
einige gemeinsame hochkonservierte Protein-Motive, wie sie in Abb. 33 für HC110-R 
dargestellt sind. Auf ein abspaltbares hydrophobes Signalpeptid folgt ein Cys-reicher 
Bereich mit starker Ähnlichkeit zu einem D-Galactose-bindenden Lectin aus 
Seeigeleiern [Ozeki et al., 1991]. Dieses Lectin liegt sonst als Homodimer vor und ist an 
der Entwicklung des Seeigels und an der Hämagglutination von Erythrozyten beteiligt. 
Alle Vertebraten synthetisieren lösliche Galactose-bindende Lectine [Barondes et al., 
1988]. Endogene tierische Lectine kommen auch als Dimere und Multimere in der 
extrazellulären Matrix, in Zellmembranen, im Cytoplasma und im Zellkern vor 
[Barondes, 1984; Schmitt-Wrede et al., 2000], und, obwohl ihre physiologischen 
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Funktionen noch nicht gut verstanden sind, scheinen sie die Entwicklung 
(Zellerkennung, Gewebeverteilung) zu regulieren und eine wichtige Rolle in der 
molekularen Erkennung und Interaktion mit den Zuckerketten von Glykoproteinen oder 
Glykolipiden zu spielen [Barondes et al., 1988; Hirabayashi und Kasai, 1988; Sharon 
und Lis, 1989]. Die bereits bekannten Galactose-bindenden Lectine, wie bspw. aus dem 
elektrischen Aal (Electrolectin, Congerin), dem Huhn oder aus einer Vielzahl anderer 
Säuger, sind in der Regel zwischen 130-140 Aminosäuren (14-16 kDa) groß 
[Hirabayashi und Kasai, 1988; Muramoto und Kamiya, 1992]. Der Lectin-ähnlichen 
Struktur schließt sich bei HC110-R und B0457 ein „Thr-Stretch“ aus 19 bzw. 13 Thr-
Resten an, der jeweils nur durch einen Ser-Rest unterbrochen wird. Anstelle dieses        
Thr-Restes weist Latrophilin eine größere Region mit Ähnlichkeit zu dem löslichen 
neuronalen Olfactomedin auf [Karnik et al., 1993; Yokoe und Anholt, 1993]. 
Olfactomedin ist ein 57 kDa großes, glykosyliertes, extrazelluläres Matrix-Protein, das 
von Bowman’schen Drüsen und sustentakulären Zellen im olfaktorischen Neuroepithel 
des Ochsenfrosches (Rana catesbeiana) exprimiert wird, Dimere und Multimere 
ausbildet und das Wachstum und die Differenzierung chemosensorischer Cilien 
beeinflußt [Yokoe und Anholt, 1993]. Die im Latrophilin auf die Olfactomedin-Region 
folgende Pro-Thr-reiche Region mit Ähnlichkeit zu Mucin und anderen Pro-reichen 
Proteinen, wie bspw. Collagen oder Extensin [Cyster et al., 1991; Gum et al., 1994], ist 
in dieser Form zwar weder in HC110-R, noch in B0457 zu finden, aber entspricht 
möglicherweise funktional dem ‘Thr-Stretch‘. Alle 3 Proteine verfügen aber wieder über 
eine Cys-reiche Signatur mit je 4 alternierenden Cys- und Trp-Resten und eine weitere 
hochkonservierte 4-Cys-reiche Region unmittelbar vor den sieben Transmembran-
Domänen. Letzteres 4-Cys-Motiv wurde vor kurzem von den Latrophilinen 
[Krasnoperov et al., 1999] und vom CD97-Rezeptor [Gray et al., 1996] als GPS-Motiv 
(GPCR proteolytische Stelle) vorgeschlagen. Dabei ist die CXC-Signatur (X stellt hier 
eine beliebige Aminosäure dar), die von 2 Trp- und 2 weiteren Cys-Resten flankiert 
wird, das charakteristische Kennzeichen der endogenen GPS-Domäne [Lelianova et al., 
1997; Ichtchenko et al., 1999; Krasnoperov et al., 1999]. Ob auch alle anderen Vertreter 
der großen Sekretin-artigen Rezeptoren ähnliche posttranslationale Modifikationen 
aufweisen, ist noch nicht geklärt. Innerhalb der ersten und zweiten extrazellulären 
Schleifenregion, also zwischen den Transmembran-Domänen II und III sowie IV und V, 
liegen zwei hochkonservierte Cys-Reste, von denen angenommen wird, daß sie eine 
Disulfid-Bindung ausbilden. Diese Disulfid-Bindung ist höchstwahrscheinlich          
wichtig für die dreidimensionale Struktur und die Stabilisierung der sieben 
Transmembran-Region und ihrer extrazellulären Domänen [Krauss, 1997; Bockaert und 
Pin, 1999]. Für die Bindung und Aktivierung ihrer assoziierten G-Proteine scheinen 
basische Aminosäuren (Arg, His und Lys) in den intrazellulären Schleifen 1 und 3           
und im C-Terminus sowie eine ausgedehnte 3. intrazelluläre Schleife mit 
durchschnittlich 18-29 Aminosäuren essentiell zu sein [Baldwyn, 1993]. Der                   
C-Terminus weist eine bis mehrere PEST- bzw. Pro-reiche Regionen auf. Rogers et al.                           
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[1986] konnten zeigen, daß eukaryotische Proteine mit intrazellulären Halbwertzeiten 
von weniger als 2 h eine bis mehrere Regionen zwischen 12-45 Aminosäuren enthalten, 
die reich an Prolin (P), Glutaminsäure (E), Serin (S), Threonin (T) und zu einem 
geringeren Gehalt auch an Aspartatsäure (D) sind. So setzt sich die aus 19 Aminosäuren 
bestehende PEST-Region von HC110-R (Pos. 915-933) aus 10 Pro-, 2 Ser-, 2 Thr-, 1 
Asp- und          4 anderen Aminosäureresten zusammen. Solche PEST-Regionen sind im 
allgemeinen noch von positiven Aminosäuren flankiert und kommen sowohl in 
onkogenen Proteinen (myc, fos, myb), Casein, als auch in Enzymen (z. B. 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA-Reduktase; pankreatische BSDL-Lipase), diversen Kinasen und 
Steroid-Rezeptoren vor, wo sie als proteolytische Signale fungieren [Rechsteiner et al., 
1996; Bruneau et al., 1997]. Prolin- und Glutamin-reiche Abschnitte sind oftmals mit 
Transkriptionsfaktoren, wie z. B. CTF/NF-1 [Santoro et al., 1988; Mermod et al., 1989] 
oder OTF-2 [Gerster  et al., 1990] assoziiert, bei denen diese Abschnitte als Aktivator-
Domäne fungieren. Gerber et al. [1994] konnten in Zell-Transfektionsversuchen zeigen, 
daß 10 Proline oder 10-30 Glutamine eine optimale Aktivität ermöglichen, wenn diese 
an die DNA-bindende Domäne des Gal4-Faktors fusioniert sind. Viele Spleiß-Faktoren, 
wie z. B. PSF [Patton et al., 1993], SF3a66 [Bennet und Reed, 1993] und SF3a120 
[Krämer, 1995] sowie RNA-bindende Proteine [Swanson, 1995] enthalten Prolin-, und 
Glutamin-reiche Abschnitte, über die es dann zu Protein/Protein-Interaktionen kommen 
kann [Swanson, 1995; Siomi und Dreyfuss, 1997]. So vermitteln bspw. Proteine mit 
einer Src homologen 3-Domäne (SH3) nach Bindung an einen Pro-reichen Abschnitt 
Protein/Protein-Wechselwirkungen, die für die Verknüpfung von zellulären Proteinen, 
die an der intrazellulären Signaltransduktion beteiligt sind, notwendig ist [Feng et al., 
1994; Weng et al., 1994; Yu et al., 1994]. Diese SH3-Domäne kommt in 
Tyrosinkinasen der Src-Familie vor (Src, Fyn und Lyn), aber auch in Tyrosinkinasen des 
„nicht“ Rezeptor-Typs, wie Abl, Fps, Syk und Zap [Cicchetti et al., 1992; Weng et al., 
1994]. Mittlerweile sind auch noch andere Domänen bekannt, die ähnliche 
Bindungseigenschaften wie die      SH3-Domäne besitzen, aber strukturell verändert 
sind [Sudol, 1996]. So erkennt bspw. die in einer Vielzahl von cytoskletalen und Signal-
übertragenden Proteinen vorkommende WW-Domäne die Aminosäure-Motive XPPXY 
und PPLP, während die SH3-Domäne das Motiv PXXP erkennt [Sudol, 1996; Bedford 
et al., 1997]. Der aus   17 Aminosäuren bestehende Pro-reiche Abschnitt von HC110-R 
(Pos. 845-861) verfügt sogar über zwei entsprechende PQQP-Motive. Charakteristisch 
für Sekretin-Rezeptoren besitzen HC110-R, B0457 und Latrophilin außerdem mehrere 
Glykosylierungsstellen und zahlreiche Phosphorylierungsstellen in den 3 abgeleiteten, 
intrazellulären Schleifen und dem C-Terminus, die neben einem Prolin-reichen 
Carboxy-Ende entscheidende Motive für eine mögliche Beteiligung an einer 
Signaltransduktion darstellen. Phosphorylierungsstellen spielen unter physiologischen 
Bedingungen eine Rolle bei der Desensitivierung von Rezeptoren mit ihren endogenen 
Liganden [Krauss, 1997; Misteli und Spector, 1997]. Eine Möglichkeit, wie HC110-R 
an der Signaltransduktion beteiligt sein könnte, wäre demnach die Interaktion mit 



118 Diskussion 

Proteinen (z. B. Proteinkinasen), die an HC110-R binden und das Protein bspw. 
phosphorylieren oder dephosphorylieren. 

Abb. 34. Dendrogramm zur Bestimmung der phylogenetischen Position von HC110-R innerhalb 
der GPCR-Familie. 
Durch die ‘Maximum Likelihood‘ Methode [Felsenstein, 1973] wurde das phylogenetische Verhältnis 
zwischen HC110-R und 19 zu HC110-R ähnlichen GPCR-Vertretern der Sekretin-Unterfamilie mit den 
Programmen PROTML und NJDIST nach Adachi und Hasegawa [1992] durch ‘Bootstrapping‘ mit 1000 
Replikationen ermittelt. Der daraus kalkulierte skalierte Baum basiert auf der Matrix von Jones                
et al. [1992] und Dayhoff et al. [1978] und reduzierte sich, indem Äste mit ‘Bootstrap‘-Werten unter            
90 % in dem endgültigen Dendrogramm zusammengefaßt wurden. Der Balken gibt den phylogenetischen 
Abstand von 0,2 Austauschen pro Position an. RN Lat-1 (AC: U72487): Rattus norvegicus Latrophilin-1; 
BT Lat-1 (AC: AF111098): Bos taurus Latrophilin-1; RN Lat-2 (AC: AF063102): R. norvegicus 
Latrophilin-2; BT Lat-2 (AC: AF111078): B. taurus Latrophilin-2; BT Lat-3 (AC: AF111085): B. taurus 
Latrophilin-3; RN Lat-3 (AC: U72487): R. norvegicus Latrophilin-3; HS CD97 (AC: X84700): Homo 
sapiens CD97; MM EMR1-R (AC: X93328): Mus musculus EMR1 Hormonrezeptor (F4/80 
Glykoprotein); CE B0286 (AC: PIR T15308): Caenorhabditis elegans hypothetisches Protein B0286.2; 
HS CTR (AC: L00587): H. sapiens Calcitonin-Rezeptor; RN CTR (AC: X70658): R. norvegicus 
Calcitonin-artiger Rezeptor; SS CTR (AC: M74420): Sus scrofa Calcitonin-Rezeptor; HS GHRHR (AC: 
L01406): H. sapiens Wachstumshormone freisetzender Hormonrezeptor; RN VIPR2 (AC: Z25885): R. 
norvegicus vasoaktiver intestinaler Polypeptidrezeptor 2; HS CRFR (AC: L23333): H. sapiens 
Corticotropin freisetzender Rezeptor; RN CRFR (AC: L25438): R. norvegicus Corticotropin freisetzender 
Rezeptor; MM CRFR (AC: X72305): M. musculus Corticotropin freisetzender Rezeptor; MM Celsr1 
(AC: AF031572): M. musculus neuraler sieben Transmembran-Rezeptor. 

Um die phylogenetische Position von HC110-R innerhalb der GPCR-Familie 
einzuordnen, wurden die durch FASTA ermittelten Proteinsequenzen mit den höchsten 
Sequenzähnlichkeiten einem ‘Alignment‘ basierend auf dem CLUSTAL W-
Algorithmus [Thompson et al., 1994] unterzogen. Das resultierende Dendrogramm 
(Abb. 34) enthält mehrere hoch-signifikante Gruppen: Neben der Familie der 
Latrophiline bestehen auch Gruppen zwischen dem EMR1-Rezeptor und einem 
abgeleiteten B0286.2-Protein aus  C. elegans sowie zwischen Calcitonin-, GHRH-, 
VIPR2- und Corticotropin-Rezeptoren mit ‘Bootstrap‘-Werten von 100 %. Auffällig ist, 
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daß HC110-R eine hoch signifikante Gruppe mit dem C. elegans B0457-Protein bildet. 
Berücksichtigt man darüber hinaus, daß das C. elegans-Genom komplett sequenziert ist 
[Ainscough et al., 1998], so kann daraus geschlossen werden, daß B0457 wirklich das 
homologe Gen zu HC110-R ist.  Des weiteren bilden HC110-R, B0457 und die Säuger-
Latrophiline eine hoch-signifikante monophyletische Unterfamilie innerhalb der 
Sekretin-Rezeptorfamilie. Die charakteristischen Protein-Motive von HC110-R, die in 
dieser Form nur bei den GPCRs vorkommen, die Datenbankvergleiche, bei denen die 
größten Sequenzähnlichkeiten zu Vertretern der Sekretin-Unterfamilie der GPCRs 
bestehen, und die Betrachtungen der phylogenetischen Position weisen darauf hin, daß 
mit HC110-R erstmals ein neues Mitglied der großen Sekretin-Rezeptoren aus dem 
gastrointestinalen Nematoden H. contortus isoliert werden konnte. 

4.2 Zelluläre Lokalisation von HC110-R 

Die rekombinante Expression von Rezeptoren aus Nematoden hat sich bis heute 
als schwierig erwiesen. Bislang konnten GPCRs aus Nematoden noch nicht derart 
exprimiert werden, daß ihre funktionalen Eigenschaften, wie z. B. ihre Sensitivität auf 
den endogenen Liganden denen natürlicher Rezeptoren entspricht [Brann, 1992; Zhang 
et al., 1997]. Kürzlich konnte ein neuer Serotonin-Rezeptor (5HT-2Ce) aus C. elegans 
kloniert werden, der hohe Sequenzähnlichkeiten zu 5-HT2-Rezeptoren anderer Spezies 
aufweist und durch Bindung des Liganden 5-HT eine Ca2+-vermittelte 
Signaltransduktion aktiviert. Jedoch zeigt dieser Rezeptor bei transienter Transfektion in 
COS-7-Zellen pharmakologische Unterschiede in Bezug auf andere 5HT-Rezeptoren    
(z. B. unterschiedliche mRNA-Expression, Spleiß-Variationen) [Hamdan et al., 1999]. 
Es ist daher von großer praktischer Bedeutung für die Suche nach neuen Wirkstoffen 
und die Erforschung solcher Anthelminthika oder Arthropodiziden, Rezeptoren aus 
Invertebraten in eukaryotischen Systemen funktional zu exprimieren. 

Durch in vitro Transkription und Translation konnte zunächst die Integrität der    
HC110-R-cDNA bestätigt werden, indem das erwartete Produkt von 110 kDa in vitro 
translatiert wurde. Im folgenden wurde HC110-R sowie sein N- und C-Terminus 
konstitutiv in E. coli exprimiert, um ausreichende Proteinmengen zur Herstellung von 
polyklonalen Antikörpern und zur Ansequenzierung des HC110-R-Proteins zu 
erzeugen. Von dem 114 kDa großen HC110-R-Fusionsprotein mit N-terminalem 6x 
His-Tag (Pos. 1-986) wurden nur geringe Mengen in E. coli exprimiert. Eine Erklärung 
dafür wäre, daß (i) die Basalexpression von HC110-R bereits die dauerhafte Erhaltung 
des Plasmids in der Zelle verhinderte, (ii) die Größe des Proteins die Ursache für die 
niedrige Expressionsrate war oder (iii) das 114 kDa große HC110-R-Protein toxisch auf 
die E. coli-Zellen wirkte. Hingegen konnten ausreichende Proteinmengen des                   
N-Terminus (Pos. 1-445) und des C-Terminus (Pos. 797-986) von HC110-R exprimiert 
werden. Wegen des N-terminalen His-Tags wurde der aufgereinigte C-Terminus              
von HC110-R C-terminal sequenziert und nach tryptischen Verdau wurden                 
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weitere 4 Peptide             N-terminal ansequenziert. Die Bestimmung der beiden letzten 
Aminosäurereste sowie die Abfolge von 4 Peptidfraktionen bestätigte die von der 
HC110-R-cDNA deduzierte Aminosäuresequenz. 

Für die Untersuchung, ob HC110-R der zelluläre Rezeptor und damit das ‘Target‘-
Protein für PF1022A ist, wurde ein geeignetes in vivo Expressionsmodell für HC110-R 
etabliert. Da aber bislang keine Zellkulturlinien von H. contortus und anderen 
Nematoden zur Verfügung stehen, wurde HC110-R transient und stabil in 
verschiedenen Säuger-Zellkulturlinien exprimiert. Für Transfektionen von GPCRs und 
physiologische Studien der Signaltransduktion haben sich insbesondere die humane 
embryonale Nieren-Zellinie HEK-293 und die Affennieren-Zellinie COS-7 als gut 
geeignet erwiesen [Lutz    et al., 1993; Schipani et al., 1993; Reagan, 1994]. So konnte 
beispielsweise eine Untereinheit des Glutamat-Rezeptors mit C-terminalem GFP-Tag, 
die in HEK-293-Zellen transfiziert wurde, an der Oberfläche lokalisiert werden und 
erwies sich als funktionaler Glutamat-gesteuerter Ionenkanal [Marshall et al., 1995]. 
Transiente Transfektionen von Latrophilin-Konstrukten wurden bereits in HEK-293- 
und chromaffinen Zellen [Bittner et al., 1998; Ichtchenko et al., 1999], als auch in COS-
7-Zellen [Lelianova et al., 1997] durchgeführt und waren funktional. Auch der          
CD97-Rezeptor [Hamann et al., 1995] sowie 2 humane VIP-Sekretin-Rezeptoren 
[Couvineau et al., 1994] wurden heterolog in COS-7-Zellen exprimiert und banden nach 
wie vor ihren endogenen Liganden. Von den HEK-293-Zellen ist außerdem bekannt, 
daß sie im Gegensatz zu chromaffinen Zellen keinen endogenen Latrophilin-Rezeptor 
besitzen [Bittner et al., 1998]. 

Zur Überprüfung der Expression von HC110-R wurde der Rezeptor N- bzw. C-terminal 
mit GFP markiert [Chalfie et al., 1994; Tarasova et al., 1997]. In den HC110-R 
transfizierten Säugerzellinien CHO-K1, Hep-G2, COS-7 und HEK-293 konnte die 
HC110-R-mRNA durch RT-PCR nachgewiesen werden. Durch FACScan wurde der 
prozentuale Anteil HC110-R-GFP und GFP-HC110-R exprimierender Zellen 24 h und 
48 h nach der Transfektion ermittelt. In CHO-K1-Zellen fluoreszierten nach 24 h etwa 
23-35 % der HC110-R transfizierten Zellen, nach 48 h fluoreszierten möglicherweise 
wegen einer für die Zellen toxischen Überexpression des Konstruktes nur noch 13-16 
%. Dagegen hat sich die Transfektionsrate in HC110-R transfizierten HepG2-, COS-7- 
und HEK-293-Zellen innerhalb von 24 h verdoppelt.  

Bei zwei Mitgliedern der Sekretin-Unterfamilie von GPCRs, dem Latrophilin- 
[Krasnoperov et al., 1997; 1999] und dem CD97-Rezeptor [Gray et al., 1996], wurde 
kürzlich eine GPCR Proteolyse-Stelle beschrieben. Danach wird der mehrfach 
glykosylierte 210 kDa große Latrophilin-Rezeptor ca. 23 AS oberhalb der 
Transmembran-Domäne I und zwischen den Aminosäuren SH↓LT gespalten. Die 
beiden resultierenden Untereinheiten, p120 (93 kDa) und p85 (70 kDa), bleiben nach 
der posttranslationalen Modifikation nicht-kovalent miteinander verbunden 
[Krasnoperov    et al., 1997; 1999]. Geht man davon aus, daß auch der 110 kDa große 
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HC110-R an dieser leicht veränderten Stelle (SH↓MT, Pos. 508-511) 26 AS vor der 
Transmembran-Domäne I proteolytisch gespalten wird, so würden daraus ein 57 kDa 
großes                N-terminales und ein 53 kDa großes heptahelikales, C-terminales 
HC110-R-Proteinfragment hervorgehen. Durch Western Blot-Analyse dürfte dann 
jeweils nur das heptahelikale, C-terminale mit einem Marker fusionierte HC110-R-
Proteinfragment erkannt werden. Da aber für HC110-R-GFP ein 137 kDa großes, für 
HC110-R-His ein 114 kDa großes und für HC110-R-Myc/His ein 116 kDa großes 
Protein detektiert wurden, erfolgte zumindest im Säuger-Expressionsmodell keine 
Spaltung des Rezeptors. Auch die Antiseren gegen den N- und C-Terminus von HC110-
R erkannten jeweils eine 110 kDa große Bande, aber keine zusätzliche 57 kDa oder 53 
kDa große Bande. Damit konnte für HC110-R offensichtlich gezeigt werden, daß es 
nicht proteolytisch gespalten wird. 

Von zahlreichen in der Plasmamembran assoziierten GPCRs ist bekannt, daß sie 
sequestriert werden können. So konnte bspw. für endogene β2-adrenerge Rezeptoren in 
einer humanen A431- oder HEK-293-Zellinie gezeigt werden, daß sie nach der 
Behandlung mit einem Agonisten, wie Epinephrin oder Isoproterenol, durch Enzyme 
wie die Proteinkinase A phosphoryliert, desensitiviert und sequestriert werden [von 
Zastrow und Kobilka, 1992]. Es handelt sich bei der Sequestrierung um einen 
Mechanismus zur Regulation der Rezeptoraktivität und der Signaltransduktion [Yu et 
al., 1993; von Zastrow und Kobilka, 1994; Pippig et al., 1995; Koenig und Edwardson, 
1997]. Werden GPCRs über einen längeren Zeitraum oder in hohen Konzentrationen 
mit Hormonen, Neurotransmittern oder sensorischen Signalen stimuliert, wird zum 
einen die Rezeptordichte durch die Hemmung der Rezeptor-Neusynthese reduziert und 
zum anderen können die Rezeptoren zur Abschwächung der Signalübertragung in einem 
Zeitraum von 30 min bis 24 h herunterreguliert werden. Bei dieser Translokation wird 
der Rezeptor funktional durch Phosphorylierung von seinem Gs-Protein entkoppelt und 
in interne Kompartimente (Endosomen und saure Lysosomen) sequestriert [von Zastrow 
und Kobilka, 1992]. Man vermutet, daß mit der Internalisierung eine durch Agonisten 
hervorgerufene Desensitivierung einhergeht, die von den in der Plasmamembran 
zurückbleibenden Gs-Proteinen wegführt [Pippig et al., 1995]. Entfernt man den 
Agonisten, so wird der Rezeptor wieder an die Oberfläche gebracht (‘Recycling‘), 
dephosphoryliert und er zeigt wieder seine volle Rezeptorfunktion [Krauss, 1997; 
Palczewski, 1997]. 

HC110-R konnte ebenfalls durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie in CHO-K1-, 
HepG2-, COS-7 und HEK-293-Zellen in unterschiedlichem Ausmaß an der 
Plasmamembran und in Vesikeln nachgewiesen werden. N- und C-terminal mit GFP 
fusioniertes HC110-R wurde vorwiegend in Vesikeln und partiell in der 
Plasmamembran exprimiert. Einige dieser Vesikel bildeten größere Cluster in der Nähe 
des Zellkerns aus. Durch Kolokalisationsstudien konnte gezeigt werden, daß es sich bei 
den HC110-R exprimierenden Vesikeln primär ebenfalls um saure Lysosomen handelt. 
Lysosomen sind in Säugerzellen verantwortlich für die Degradation fremden Materials, 
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von Liganden oder Membran-Komponenten, die durch Endocytose internalisiert wurden 
oder von intrazellulärem Material, die durch Autophagocytose in die Lysosomen 
gelangten [Fukuda, 1991; Storrie und Desjardins, 1996; Wattiaux und Wattiaux-De 
Coninck, 1996]. Die Größe und die Dichte von Lysosomen kann durch Aufnahme von 
Substanzen, Molekülen oder Lipiden variieren. So akkumulieren bspw. Moleküle in den 
Lysosomen, wenn diese nicht durch lysosomale saure Hydrolasen degradiert werden 
können [Wattiaux und Wattiaux-De Coninck, 1996]. Daher ist es denkbar, daß HC110-
R zunächst an der Plasmamembran exprimiert wurde, dann aber wieder internalisiert 
wurde und schließlich in die Lysosomen gelangte. Für diese Hypothese spricht, daß 64-
76 % der HC110-R-GFP exprimierenden HepG2-, COS-7- und HEK-293-Zellen bereits 
24 h nach der Transfektion HC110-R ausschließlich in den Vesikeln aufweisen und sich 
dieser Anteil nach 48 h auf ca. 84 % erhöht. Somit reduziert sich der Anteil der Zellen, 
die HC110-R-GFP in der Plasmamembran exprimieren, von 24-36 % nach 24 h auf ca. 
16 % nach 48 h. Der C-terminal mit einem GFP-Marker fusionierte 78 kDa große 
humane muscarinische Acetylcholin-Rezeptor 1 (M1-R-GFP) wurde anders als HC110-
R-GFP sowohl 24 h als auch 48 h nach der transienten Transfektion nahezu 
ausschließlich an der Membran exprimiert und nur zu einem Prozentanteil von 1-4 % in 
Vesikeln beobachtet. Der 74 kDa große, C-terminal mit GFP fusionierte β2-adrenerge 
Rezeptor (β2-R-GFP) dagegen wurde - ähnlich wie HC110-R-GFP - sowohl in der 
Plasmamembran als auch in Vesikeln exprimiert. Anders als bei HC110-R-GFP konnte 
β2-R-GFP zwar als Folge einer Sequestrierung [von Zastrow und Kobilka, 1992] in den 
Lysosomen, aber zusätzlich auch im ER detektiert werden. In Übereinstimmung damit 
wurde der           β2-R-GFP nach 24 h zu 60-79 % in den Vesikeln exprimiert und nach 
48 h nur noch zu 54-65 %. 

Da der endogene Ligand für HC110-R noch nicht bekannt ist, stellt sich die Frage, ob 
und wie eine Sequestrierung von HC110-R in die Endosomen und von dort via 
‘Recycling‘ zurück zur Plasmamembran gelangt oder aber durch ‘Sorting‘ in den 
Lysosomen herunterreguliert und abgebaut wird. Der Prozeß der Rezeptor-vermittelten 
Endocytose erfordert zelluläres ATP und ist temperaturabhängig, wie bereits für den 
Transferrin-Rezeptor in intakten HeLa-, K562- und HepG2-Zellen gezeigt werden 
konnte [Ciechanover et al., 1983; Balch et al., 1986; Persson et al., 1988; Schmid und 
Carter, 1990]. Natriumazid reduziert in Abwesenheit von Glukose den intrazellulären 
ATP-Gehalt, so daß die Sequestrierung von Rezeptoren nach Stimulation durch ihren 
Agonisten ausbleibt [Schmid und Carter, 1990]. Um nun zu überprüfen, ob auch   
HC110-R als Mitglied der GPCR-Sekretin-Familie energieabhängig von der 
Plasmamembran zu den Endosomen bzw. sauren Lysosomen transportiert wird, wurde 
intrazelluläres ATP in HC110-R-GFP und GFP transfizierten COS-7-Zellen nach von 
Zastrow und Kobilka [1992; 1994] durch Natriumazid partiell depletiert. Wurden die 
Zellen mit Natriumazid behandelt, konnte HC110-R durch Erniedrigung des 
intrazellulären ATP-Gehaltes verstärkt in der Plasmamembran lokalisiert werden.         
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Im Vergleich zu unbehandelten HC110-R transfizierten COS-7-Zellen wurde 
entsprechend weniger HC110-R in den Vesikeln nachgewiesen. 

4.3 Interaktionen von PF1022A und αααα-LTX mit HC110-R 

Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zwischen HC110-R und Latrophilin 
sowie deren Zugehörigkeit zu der gleichen monophyletischen Unterfamilie wurde 
überprüft, ob neben Latrophilin auch HC110-R α-LTX als artifiziellen Liganden bindet 
und zu Veränderungen des Calcium-Haushaltes in der Zelle führt. Ferner wurde die 
Bindung von PF1022A und seiner Derivate an HC110-R sowie dessen Funktionalität in 
vivo untersucht. 

Der 210 kDa große Latrophilin-Rezeptor-1 wurde erstmals durch 
Affinitätschromatographie aus dem Gehirn von Säugern isoliert [Davletov et al., 1996; 
Krasnoperov et al., 1996]. Sein endogener Ligand ist noch unbekannt [Ichtchenko et al., 
1999]. Vor kurzem wurden außerdem zwei enge Homologe zu dem ausschließlich im 
Gehirn und endocrinen Zellen vorkommenden Latrophilin-1 identifiziert, Latrophilin-2 
und Latrophilin-3 [Rosenthal und Meldolesi, 1989; Ichtchenko et al., 1999; Matsushita 
et al., 1999]. Latrophilin-2 wird von Säugern ubiquitär mit einer Präferenz für Plazenta, 
Niere, Milz, Ovarien, Herz, Lunge und Pankreas exprimiert. Geringere Mengen 
kommen auch in Gehirn, Leber und Testis vor. Latrophilin-3 wird, wie auch 
Latrophilin-1, vorwiegend im Gehirn und zudem noch in kleineren Mengen im Herz, in 
der Plazenta, im Pankreas, in der Niere und der Testis von Säugern exprimiert [Sugita et 
al., 1998; Ichtchenko et al., 1999]. Die Latrophiline sind an der Exocytose endogener 
Hormone oder Neuropeptide beteiligt [Holz und Habener, 1998]. Man nimmt ferner an, 
daß sie als physiologische Regulatoren der Sekretion agieren, da bspw. eine 
Überexpression von Latrophilin-1 und -2 eine durch Ca2+ ausgelöste Sekretion hemmen 
konnte [Bittner et al., 1998; Ichtchenko et al., 1999]. Trotz hoher Sequenzähnlichkeiten 
untereinander geht man davon aus, daß die drei Latrophiline unterschiedliche 
Funktionen haben und daher auch verschiedene endogene Liganden binden [Matsushita 
et al., 1999]. Vor kurzem fand man heraus, daß Latrophilin-1 an mehrere G-Proteine 
koppeln kann. Latrophilin interagiert sowohl mit Gαq/11 als auch mit Gα0 und ist damit 
an der IP3-Regulierung und der Ca2+-Mobilisierung aus intrazellulären Speichern 
beteiligt. Die Bindung dieser        G-Proteine an Latrophilin ist in Anwesenheit von 
GDP stabil, bei GTP dissoziiert das   G-Protein wieder ab. Damit wäre die Bindung des 
G-Proteins an Latrophilin funktional. Eine Kopplung der Gαs-, Gαi- oder Gαz-Proteine 
an Latrophilin konnte ausgeschlossen werden [Rahman et al., 1999]. 

Die hohe Toxizität des Vertebraten-spezifischen, präsynaptisch wirkenden Neurotoxins 
α-LTX aus der schwarzen Witwe Latrodectus spec. beruht mitunter auf dessen 
Fähigkeit, mit den Latrophilinen zu interagieren [Rahman et al., 1999]. α-LTX bindet 
mit hoher Affinität Latrophilin-1 und -2, wenngleich die Bindung an Latrophilin-2 auch 
bis zu 14mal weniger sensitiv als Latrophilin-1 ist [Ichtchenko et al., 1999].                    
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Mit radioaktivem α-LTX konnte bislang noch keine spezifische Bindung an Latrophilin-
3 nachgewiesen werden [Ichtchenko et al., 1999; Matsushita et al., 1999]. Sekretorische 
Granula können - sofern vorhanden - auch in nicht-neuronalen Zellen eine α-LTX 
abhängige Exocytose durchlaufen, wie sie bereits für chromaffine und β-pankreatische 
Zellen gezeigt werden konnte [Ichtchenko et al., 1999]. Es wird angenommen, daß      
α-LTX nach Bindung an Latrophilin-1 oder -2 die Bildung Kationen-selektiver Poren 
mit hoher Leitfähigkeit induziert [Filippov et al., 1990].  

Infolge einer durch α-LTX ausgelösten Depolarisation der Plasmamembran werden 
spannungsabhängige Ca2+-Kanäle geöffnet, so daß Ca2+ ins Cytoplasma der Zellen bzw. 
Nervenendigungen einströmt. Ein durch α-LTX vermittelter rascher Anstieg von 
intrazellulärem Ca2+ ist in der Lage, eine Neuroexocytose auszulösen [Pashkov et al., 
1993]. Latrophilin-1 transfizierte COS-7-Zellen führen im Gegensatz zu nicht 
transfizierten Zellen bei Zugabe von 10 nM α-LTX und in Anwesenheit von 10 mM 
Ca2+ zu einer Verdopplung des cAMP- und IP3-Gehaltes [Lelianova et al., 1997]. Auch 
in PC12-Zellen konnte α-LTX die Ca2+-abhängige IP3-Produktion stimulieren 
[Vicentini und Meldolesi, 1984]. Dennoch scheinen diese wichtigen sekundären 
Botenstoffe die Exocytose der synaptischen Vesikel nicht zu kontrollieren [Lelianova et 
al., 1997; Davletov et al., 1998]. Unklar bleibt auch, ob der Einstrom anderer Kationen 
als Ca2+ mitverantwortlich für die Freisetzung von Neurotransmittern ist [Misler und 
Falke, 1987; Rosenthal et al., 1990; Adam-Vizi et al., 1993; Hurlbut et al., 1994]. Die 
Folgen einer spontanen und unkontrollierten Ausschüttung von Neurotransmittern 
können von der Blockade von Synapsen bis hin zur Degenerierung der Nervenenden 
reichen, die schließlich zu allgemeiner Cytotoxizität und Muskelparalyse führen können 
[Filippov     et al., 1990; Henkel und Sankaranarayanan, 1999; Ichtchenko et al., 1999]. 
α-LTX stimuliert aber nicht nur die Exocytose von Neurotransmitter-enthaltenden 
kleinen sekretorischen Vesikeln (SSV), sondern auch die von Insulin-haltigen LDCVs 
(‘large dense core vesicles‘) in neuroendocrinen Zellen [Meldolesi et al., 1986; Barnett 
et al., 1996], die daraufhin das Peptid-Hormon Insulin aus den LDCVs freisetzen 
[Wollheim   et al., 1996; Lang et al., 1998]. 

Es spricht viel dafür, daß in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen mehrere 
funktionale exocytotische Wege unabhängig voneinander existieren, die α-LTX nutzen 
kann [Henkel und Sankaranarayanan, 1999]. Dabei besitzt α-LTX weder enzymatische 
oder proteolytische, noch lipolytische Aktivität [Rosenthal und Meldolesi, 1989]. Neben 
der spezifischen Bindung von α-LTX an den Latrophilin-Rezeptor, die in An- und 
Abwesenheit von Calcium erfolgen kann, geht man davon aus, daß α-LTX in 
Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ mit hoher Affinität auch an neuronale 
Zelloberflächenproteine, die Neurexine, bindet [Petrenko et al., 1990; Ushkaryov et al., 
1992]. Dabei bindet der extrazelluläre N-Terminus mit Sequenzähnlichkeiten zu 
Matrixproteinen wie Laminin und Agrin an α-LTX, der intrazelluläre C-Terminus 
zudem an die cytoplasmatische Domäne des synaptischen Vesikelmembranproteins 
Synaptotagmin, an Neurexophilin und an das intrazelluläre Signalmolekül CASK. 
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Dadurch wird ein bislang noch ungeklärter Signaltransduktionsprozeß ausgelöst 
[Ushkaryov et al., 1992; Hata et al., 1996]. Bei der CASK handelt es sich um ein 
cytosolisches Protein mit einer Calcium-Calmodulin-Kinase- und einer Guanylat-
Kinase-Domäne [Hata et al., 19996]. Niedrige α-LTX-Konzentrationen (im pM-nM-
Bereich) sprechen für eine Rezeptor-Bindung von α-LTX. Dabei bindet α-LTX bis zu 
8mal effizienter an Latrophilin-1 als an Neurexin Iα [Henkel und Sankaranarayanan, 
1999]. Man vermutet, α-LTX benötigt einen Rezeptor, um gezielt die Membranen von 
Nervenzellen anzusteuern. Das Toxin öffnet dann bestehende Kanäle oder induziert 
Poren in die Plasmamembran, wie es bereits in künstlichen Phospholipid-
Doppelmembranen gezeigt werden konnte [Finkelstein et al., 1976], und verursacht 
einen Ca2+-Einstrom ins Cytoplasma [Nicholls et al., 1982; Grasso et al., 1980] Hohe   
α-LTX-Konzentrationen führen einem dritten Mechanismus zufolge dazu, daß α-LTX 
selbst einen Kanal in der Plasmamembran bildet. Hierfür lagern sich mehrere α-LTX-
Proteine in die Lipid-Doppelschicht ein und bilden eine Kanal-artige, permanent für 
Kationen geöffnete Pore [Finkelstein et al., 1976; Nicholls et al., 1982; Robello et al., 
1987; Hurlbut et al., 1994]. Durch die Passage von Kationen depolarisiert die Membran 
[Henkel und Sankaranarayanan, 1999]. Die These, daß α-LTX Poren induziert oder 
selbst erzeugt, wurde bestätigt, nachdem der Farbstoff FITC aber hingegen nicht das 
Konjugat aus FITC und Dextran nach α-LTX-Stimulation und in Abwesenheit von 
extrazellulärem Ca2+ spezifisch in die Zelle eindringen konnte [Hurlbut et al., 1994; 
Davletov et al., 1996; Rahman et al., 1999]. In elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen der Endplatte von Nervenzellen wiesen diese nach α-LTX-Gabe einen 
signifikant geschwollenen Terminus, beschädigte und aufgequollene Mitochondrien 
sowie vollständig entleerte synaptische Vesikel auf, die man auf den starken Ca2+-
Einstrom zurückführte [Frontali et al., 1976; Rosenthal und Meldolesi, 1989]. Viele 
Neurotoxine beeinträchtigen die Funktion der Nervenenden. Das Botulinus B-
Neurotoxin bspw. wirkt wie α-LTX präsynaptisch. Aber anders als α-LTX spalten das 
Botulinus B- und auch das Tetanus-Toxin in Anwesenheit von Ca2+ die an der 
synaptischen Vesikel-Exocytose beteiligten Proteine SNAP-25, Syntaxin und 
Synaptobrevin proteolytisch und reduzieren die α-LTX stimulierte Neurosekretion von 
Norepinephrin aus den Synaptosomen um 90-100 % [Schiavo et al.,1992; Rahman et 
al., 1999]. Concanavalin A (ConA) hemmt die durch α-LTX stimulierte Freisetzung 
von Transmittern. Dabei ist noch unklar, ob ConA die Bindungsstelle von α-LTX 
blockiert oder verändert, oder aber in das Verhältnis zwischen cytoplasmatischen 
Mikrofilamenten und Mikrotubuli eingreift [Grasso et al., 1980]. Rosenthal und 
Meldolesi [1989] nehmen an, daß ConA die α-LTX-Bindung an seinen Rezeptor 
sterisch hindert, indem es an zahlreiche Zelloberflächen-Glykoproteine bindet oder zu 
einer Neuverteilung von Zelloberflächen-Komponenten führt. 

Viele Mitglieder der Sekretin-GPCR-Unterfamilie binden biologisch aktive Peptide am 
großen extrazellulären N-Terminus [Fernandez und Puett, 1996; Wollheim et al., 1996] 
und regulieren verschiedene sekretorische Prozesse [Lin et al., 1992; Chen et al., 1993]. 
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Auch α-LTX bindet an das extrazelluläre Ende von Latrophilin und damit an die     
p120-UE [Krasnoperov et al., 1997; 1999; Lelianova et al., 1997]. Für die optimale 
Bindung von α-LTX ist zusätzlich die 1. Transmembran-Domäne der Latrophiline 
erforderlich, wohingegen die zu Lectin, Olfactomedin und Mucin ähnlichen Regionen 
nicht beteiligt sind, wie extrazelluläre Deletionsmutanten in COS-7-Zellen ergaben 
[Lelianova et al. 1997; Krasnoperov et al., 1999]. Fehlt jedoch das Cys-reiche Motiv 
unmittelbar vor den 7 Transmembran-Domänen, so wird kein α-LTX mehr gebunden 
[Krasnoperov et al., 1999]. In transient und stabil HC110-R transfizierten HEK-293-
Zellen wurde in vivo durch FACS-Analyse eine spezifische α-LTX-Bindung 
nachgewiesen. Durch Western Blot-Analyse mit α-LTX als Liganden und einem        
anti-α-LTX-Antikörper wurde die Bindung von α-LTX an den in E. coli exprimierten   
54 kDa großen N-Terminus von HC110-R bestätigt. Anders als bei Latrophilin-1 sind 
die 1. Transmembran-Domäne sowie die vorangehende 4 Cys-Region für die α-LTX-
Bindung nicht zwingend erforderlich. Für effiziente in vivo Wechselwirkungen und zur 
Stabilisierung könnte die 1. Transmembran-Domäne aber dennoch von Bedeutung sein. 

Calcium spielt eine vitale Rolle als intrazellulärer sekundärer Botenstoff und ist für eine 
Vielzahl von Stimulus-abhängigen Antworten verantwortlich. Intrazelluläres Calcium 
liegt in ruhenden Zellen in geringen Konzentrationen (< 100 nM) vor, darunter auch 
sequestriert in Kompartimenten wie dem ER, dem SR oder gebunden an intrazelluläre 
Ca2+-bindende Proteine. Ein Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration kann die 
Folge einer erhöhten Permeabilität der Plasmamembran sein, so daß Ca2+ über selektiv 
geöffnete Ca2+-Kanäle in das zelluläre Cytoplasma über einen elektrochemischen 
Gradienten passieren kann. Das Öffnen von Calcium-Kanälen kann über 3 Wege 
erfolgen: (i) über G-Protein-gekoppelte Kanäle, (ii) spannungsabhängige Ca2+-Kanäle 
des T- (transiente), N- (neuronale) oder L-Typs (lang anhaltende Ströme mit langsamer 
Inaktivierung) oder (iii) über intrazellulär aktivierbare Ca2+-selektive Kanäle [Nowycky 
et al., 1985; Brown, 1991]. Zu letzterem gehören die Ca2+-freisetzenden Kanäle des SR, 
v. a. der hierfür verantwortliche Ryanodin-Rezeptor, und der dem Ryanodin-Rezeptor 
strukturell ähnliche und durch intrazelluläres IP3 stimulierbare IP3-Rezeptor, der auf 
dem ER und zu einem geringeren Anteil auch auf anderen intrazellulären Membranen, 
wie der Kernmembran vorkommt [Taylor und Marshall, 1992]. Die α-LTX-Bindung an   
HC110-R wie auch an Latrophilin-1 verursacht Ca2+-Veränderungen in transfizierten 
HEK-293- und COS-7-Zellen. Dennoch bestehen Unterschiede zwischen der HC110-R- 
und der Latrophilin-vermittelten Ca2+-Signaltransduktion. Wurden HEK-293-Zellen 
transient mit Latrophilin-1 oder -2 transfiziert, induzierten bereits 50 pM α-LTX in 
einem radioaktiven 45Ca2+-Aufnahme-Assay eine schnelle Ca2+-Erhöhung [Ichtchenko    
et al., 1999; Krasnoperov et al., 1999]. Die durch α-LTX induzierte agonistische Ca2+-
Antwort in transient mit HC110-R-GFP oder GFP-HC110-R transfizierten HEK-293-
Zellen dagegen war komplexer, wie durch Ca2+-Imaging gezeigt werden konnte. 75 nM 
α-LTX induzierten in transient HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen 
wiederholt einen frühen und sehr langsamen kleinen Anstieg der [Ca2+]i von 5±0,2 nM 
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Ca2+ nach 3 min und einen verzögerten größeren Anstieg von 220±14,9 nM Ca2+ nach 
22 min. Stabil mit HC110-R-Myc/His transfizierte HEK-293-Zellen lösten unmittelbar 
nach α-LTX-Zugabe einen schnellen und hohen Ca2+-Anstieg aus, der erst nach ca. 25 
min wieder sein Ausgangsniveau erreichte. 25 nM α-LTX führten in stabil transfizierten 
Zellen zu einer Erhöhung der [Ca2+]i um 106±38 nM Ca2+, 75 nM α-LTX zu einem 
Ca2+-Anstieg von 267±46 nM. Obwohl die Gründe für diese duale α-LTX-Antwort in 
transient transfizierten Zellen nicht klar sind, so ist die Antwort doch spezifisch: Die 
Erhöhung der [Ca2+]i ist für transient wie stabil HC110-R transfizierte Zellen 
dosisabhängig und reversibel. Nach einem erfolgten Ca2+-Einstrom, setzt unmittelbar 
der Prozeß ein, in dem das Ca2+ zum einen über Ca2+-Pumpen, wie dem Na+-/Ca2+-
Austauscher oder den Ca2+-ATPasen (PMCAs) in das Extrazellulärmedium, und zum 
anderen über SR/ER Ca2+-ATPasen (SERCA) in die intrazellulären Kompartimente 
zurückgeschleust wird [Krauss, 1997]. Aber auch Ca2+-bindende Proteine (z. B. 
Parvalbumin, Calretinin, Calsequestrin, Calreticulin und Calbindin) können Ca2+ 
wegfangen [Neher und Augustine, 1992]. 75 nM α-LTX zeigten bei transient wie bei 
stabil HC110-R exprimierenden Zellen eine maximale Ca2+-Veränderung. Der Anstieg 
der [Ca2+]i beruhte zu großen Teilen auf dem Einstrom von extrazellulärem Ca2+ und 
blieb aus, wenn extrazelluläres Ca2+ durch EGTA entzogen wurde. Inkubierte man nicht 
transfizierte oder mit Latrophilin-1 transfizierte HEK-293-Zellen für 4 min mit         
0,25-1 nM α-LTX in Ca2+-freiem Medium mit EGTA und überführte sie anschließend 
für 6 min in Ca2+-haltiges Medium, so erfolgte ausschließlich in transfizierten Zellen 
eine α-LTX induzierte Ca2+-Aufnahme mit resultierender Sekretion [Bittner et al., 
1998]. Der Eintritt von Ca2+ aktiviert die Phospholipase C (PLC) und erhöht die 
cytoplasmatische Ca2+-Konzentration [Kozawa et al., 1987; Finch et al., 1991]. Die 
PLC spaltet PIP2 und erzeugt IP3, das wiederum die Ca2+-Freisetzung aus intrazellulären 
Speichern reguliert. Daher benötigt α-LTX zur Exocytose von Neurotransmittern die 
Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ sowie intakte intrazelluläre Ca2+-Speicher 
[Rahman et al., 1999]. Auch Thapsigargin hemmt die Sekretion von Neurotransmittern, 
indem es die intrazellulären Ca2+-Speicher entleert und damit die α-LTX stimulierte 
Sekretion in Anwesenheit von 10 mM extrazellulärem Ca2+ inhibiert [Thastrup et al., 
1990]. Die intrazelluläre Ca2+-Mobilisierung bspw. aus dem ER läßt sich teilweise 
durch den PLC-Inhibitor U-73122 unterdrücken, so daß beobachtete Ca2+-Einströme 
von extrazellulär erfolgt sein müßten [Bleasdale et al., 1990; Smith et al., 1990; 
Smallridge et al., 1992; Jin et al., 1994]. Das Aminosteroid U-73122 hemmt die 
Kopplung von G-Proteinen an die PLC, blockiert die Ca2+-abhängige Wirkung des 
Toxins und damit die Freisetzung von Neurotransmittern aus den Synaptosomen 
[Thompson et al., 1991]. Die Zugabe von 1 µM U-73122 vor der Stimulation               
durch 75 nM α-LTX führte in HC110-R-GFP transfizierten HEK-293-Zellen zu          
einem um das 5fache erhöhten ersten Ca2+-Peak und einem um den Faktor 4 
verminderten zweiten Ca2+-Peak. Wurde 1 µM des zu U-73122 chemisch unwirksamen 
Analogons U-73343 [Bleasdale et al., 1990] vor der α-LTX-Stimulation zugesetzt, kam 
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es zu einem vergleichbaren erhöhten ersten Ca2+-Anstieg und einem unverändert hohen 
zweiten Ca2+-Peak. Damit dürfte die erste schnelle Ca2+-Antwort primär auf einen 
extrazellulären Ca2+-Einstrom zurückzuführen sein, wohingegen die zweite Erhöhung 
der [Ca2+]i sowohl von extra- als auch von intrazellulär erfolgt sein dürfte. 

Weder in nicht transfizierten Zellen noch in transient mit dem humanen muscarinischen 
Acetylcholin-Rezeptor 1 oder dem β2-adrenergen Rezeptor aus der Maus transfizierten 
HEK-293-Zellen kam es zu einer durch α-LTX bedingten Ca2+-Erhöhung. Da             
HEK-293-Zellen über keine endogenen Latrophiline verfügen [Bittner et al., 1998], 
sprechen diese Ergebnisse dafür, daß der durch α-LTX induzierte Ca2+-Anstieg nicht auf 
einfacher Diffusion basierte, sondern offenbar nach Bindung von α-LTX an HC110-R 
durch spannungsabhängige Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran erfolgte, die 
dosisabhängig durch Cd2+ geblockt werden konnten [Shafer, 1998; Toselli et al., 1999]. 
Durch Nifedipin ließ sich der Ca2+-Anstieg um 89 % reduzieren, so daß wahrscheinlich 
ein Großteil der beteiligten spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle vom L-Typ sind 
[Mulvaney  et al., 1999]. Von den L-Typ-Kanälen sind zahlreiche UE (α1, α2, β, γ, δ) 
und Isoformen bekannt [Tanabe et al., 1987]. Solche Kanäle mit hoher Ionen-
Leitfähigkeit (25 pS) kommen vorwiegend in glatten Muskelzellen und in der 
Herzmuskulatur vor. Sie werden durch entsprechend hohe Membranpotentiale aktiviert 
und nur langsam durch Ca2+-abhängige Mechanismen inaktiviert [Nowycky et al., 
1985]. Selektive Calcium-Kanal-Blocker des L-Typs sind neben den                            
1,4-Dihydropyridin-Derivaten, wie Nifedipin und Nivaldipin, auch die 
Benzoacetonitrile (z. B. Verapamil), die Benzothiazepinone (z. B. Diltiazem) und die 
1,3-Diphosphonate (z. B. Belfosodil) [Bacon et al., 1989].  

Von den chromaffinen Zellen weiß man, daß sie über einen natürlichen endogenen 
Latrophilin-Rezeptor verfügen [Kobayashi et al., 1986; Surkova, 1994; Barnett et al., 
1996; Krasnoperov et al., 1997; Bittner et al., 1998]. Von jungen (8-10 Tage alten) 
primären in vitro-Kulturen chromaffiner Rattenzellen ist bekannt, daß sie auf α-LTX 
dosisabhängig mit massiver Freisetzung von Catecholaminen (u. a. Norepinephrin) 
reagieren [Kobayashi et all, 1986; Bittner et al., 1998]. Es kommt jedoch nur in 
Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ zur Exocytose [Krasnoperov et al., 1997; Henkel 
und Sankaranarayanan, 1999]. Wurden bovine chromaffine Zellen zusätzlich transient 
mit dem Latrophilin-Rezeptor aus dem Rattengehirn transfiziert, kam es durch die 
erhöhte Anzahl von α-LTX-Bindungsstellen sogar noch bei 10fach erniedrigten α-LTX-
Konzentrationen um 2,5-20 pM zu einer Catecholamin-Freisetzung [Bittner et al., 1998; 
Krasnoperov et al., 1999]. Nicht transfizierte chromaffine Zellen führten bei Inkubation 
mit 260 pM α-LTX zu einer durchschnittlichen [Ca2+]i von 395±204 nM Ca2+.                
Bei Latrophilin transfizierten Zellen betrug diese 766±121 nM Ca2+, ohne die maximale 
sekretorische Antwort weiter zu steigern [Bittner et al., 1998]. In beiden Fällen erfolgte 
der extrazelluläre Ca2+-Einstrom mit einer Verzögerung von 2–4 min. Ergebnisse mit 
Digitonin behandelten Zellmembranen, die nunmehr frei permeabel für Ca2+ waren, 
zeigten, daß die Kanal-bildenden Fähigkeiten von α-LTX nicht den Effekt der Sekretion 
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von Neurotransmittern erklären konnten, sondern vielmehr die entsprechenden 
Rezeptoren für α-LTX ausschlaggebend waren [Bittner et al., 1998].  

Die Leitfähigkeit der durch α-LTX induzierten Kationen-selektiven Ionenkanäle ist 
sowohl abhängig von der Zusammensetzung der jeweiligen Phospholipid-
Doppelmembran (100-1100 pS), als auch von der Reinheit des α-LTX [Sabirov et al., 
1993]. α-LTX-Konzentrationen von 2,5-20 pM sind ausreichend, um in Latrophilin 
transfizierten chromaffinen Zellen eine Erhöhung der [Ca2+]i zu messen; in nicht 
transfizierten chromaffinen Zellen liegt die erforderliche α-LTX-Konzentration um den 
Faktor 10 höher [Bittner et al., 1998; Krasnoperov et al., 1999]. Transfizierte man 
HEK-293-Zellen mit Latrophilin-1 oder deren Deletionsklonen, so reichten α-LTX-
Konzentrationen bis 50 pM für eine Ca2+-Freisetzung aus [Ichtchenko et al., 1999; 
Krasnoperov et al., 1999]. Für Latrophilin-1 exprimierende COS-7-Zellen liegt die 
erforderliche α-LTX-Menge im pM-nM Bereich [Henkel und Sankaranarayanan, 1999]. 
Diese Arbeitsgruppen verwendeten hochaufgereinigtes α-LTX, daß entweder über eine 
Kombination aus Gelfiltration, Ionenaustauschchromatographie und Dialyse [Frontali    
et al., 1976; Grasso, 1976] oder durch Immunitätschromatographie [Pashkov et al., 
1989] gewonnen wurde. Das von uns verwendete α-LTX wurde von der Firma 
RBI/Sigma bezogen und enthält keine Angaben über die Art der Aufreinigung und die 
Reinheit des Toxins. Im SDS-Gel konnte eine Bande von 130 kDa ausgemacht werden. 
Da aber die von uns ermittelte optimale α-LTX-Konzentration für transient wie für 
stabil mit HC110-R transfizierte HEK-293-Zellen mit 75 nM in etwa um den Faktor 150 
über den Werten der anderen Arbeitsgruppen für Latrophilin-1 transfizierte Zellen liegt, 
wurden bovine chromaffine Nebennierenmarkszellen zum Vergleich mit 
unterschiedlichen α-LTX-Konzentrationen stimuliert. Bei diesen Versuchen zeigten     
α-LTX-Konzentrationen bis einschließlich 7,5 nM noch keine signifikante Reaktion. 
Konzentrationen ab 25 nM α-LTX führten 15 min nach Zugabe zu einem für die Zellen 
toxischen Ca2+-Einstrom. Daraus resultiert für chromaffine Zellen eine in etwa um den 
Faktor 75 erhöhte α-LTX-Konzentration. Dies läßt die Schlußfolgerung zu, daß das von 
uns verwendete α-LTX offenbar weniger rein und daher weniger sensitiv ist. 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die α-LTX-Interaktion mit den Latrophilinen 
oder HC110-R offenbar in zwei Schritten abläuft: Zum einen bindet α-LTX an die 
extrazelluläre Region von Latrophilin-1/p120-UE oder HC110-R. Nach dieser Bindung 
interagiert α-LTX mit der 1. Transmembran-Domäne von Latrophilin-1 [Krasnoperov et 
al.,1999]. Diese sowie die vorausgehende 4-Cys-Region ist für die α-LTX-Bindung an 
HC110-R nicht zwingend erforderlich. Möglich ist auch der Kontakt mit 
Membranlipiden, so daß das Toxin in die Lipid-Doppelschicht penetrieren kann 
[Krasnoperov et al.,1999]. Dieser zweite Schritt erhöht die Affinität der Interaktion und 
erfordert einen längeren Zeitraum, der die Verzögerung des α-LTX-Effektes nach seiner 
Zugabe zu erklären vermag. Es ist denkbar, daß die Toxin-Bindung an die Latrophiline 
oder an HC110-R zu unterschiedlichen Effekten führt. Durch Zelladhäsions-Domänen, 
wie den zu Lectin, Olfactomedin oder Mucin ähnlichen Regionen, ist ein direkter 
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Zellkontakt mit anderen endogenen Liganden, wie bspw. extrazellulären Matrix- oder 
Membranproteinen, möglich [Krasnoperov et al., 1997; 1999], so daß HC110-R und die 
Latrophiline durchaus unterschiedliche endogene Liganden binden können. HC110-R 
und die Latrophiline verfügen sowohl über charakteristische Merkmale von GPCRs, 
insbesondere der Sekretin-Familie, als auch von Zelladhäsions- und extrazellulären 
Matrixproteinen. Sie könnten daher eine duale Funktion haben, indem sie einerseits 
unter Beteiligung von G-Proteinen als Signalrezeptor und andererseits als 
Zelladhäsionsprotein (z. B. über die Assoziation mit dem Plasmamembranprotein 
Syntaxin 1A) agieren [Ichtchenko et al., 1999]. Mit HC110-R wurde erstmals ein den 
Latrophilinen ähnlicher Rezeptor in Invertebraten charakterisiert, der in situ α-LTX      
N-terminal bindet und zu einer durch α-LTX vermittelten Ca2+-Signaltransduktion führt. 

Mit biotinyliertem PF1022A und auch mit dem Morpholin-Derivat BAY44-4400 als 
Liganden konnte durch Western Blot-Analyse und Ligandenpräzipitation in vitro eine 
Bindung an den in E. coli exprimierten 54 kDa großen N-Terminus von HC110-R 
nachgewiesen werden. Die Tatsache, daß PF1022A/BAY44-4400 nur dann an HC110-R 
banden, wenn die Proteine zuvor wieder partiell renaturiert worden waren, spricht dafür, 
daß die Bindungsstelle von HC110-R nicht allein auf der Abfolge bestimmter 
Aminosäuren beruht, sondern ein spezielles Konformationsepitop aufweisen muß. Die 
Spezifität dieser Bindung konnte darüber hinaus auch in vivo durch FACS-Analysen 
bestätigt werden. Stereoisomere Substanzen wie der optische Antipode PF1022-001, in 
denen die einzelnen Atome zwar gegenseitig gleich verknüpft, aber andersartig räumlich 
angeordnet sind, besitzen eine unterschiedliche Komplementarität zu Wirkorten und 
damit andere pharmakologische Eigenschaften. Befindet sich das asymmetrische 
Zentrum eines Wirkstoff-Moleküls in dem Bereich, der sich an den Rezeptor anlagert, 
so zeigt auch nur ein Wirkstoff die volle Wirkung. Die sterische Anordnung der 
Seitenketten von PF1022A scheint daher ausschlaggebend für seine anthelminthische 
Aktivität zu sein [Ohyama et al., 1994]. Dies könnte auch die stereo-spezifische 
Wirkung von PF1022A erklären, da PF1022-001 mit den gleichen alternierenden Resten 
wie PF1022A, aber umgekehrter D- und L-Konfiguration in Nematoden in vitro wie in 
vivo mehr als 100fach weniger wirksam ist [Ohyama et al., 1994; Pleiss et al., 1995; 
Geßner et al., 1996]. So zeigt PF1022A im Gegensatz zu seinem optischen Antipoden in 
vitro bereits in niedrigen Konzentrationen (1 µg/ml) sehr gute anthelminthische 
Aktivität (irreversible Paralyse) gegen Nippostrongylus brasiliensis, Heterakis spumosa 
und sogar gegen Trichinella spiralis, und man geht daher von einer spezifischen 
Bindungsstelle für PF1022A aus [Geßner et al., 1996]. 

PF1022A agiert möglicherweise ähnlich wie α-LTX als Neurotoxin, indem es die 
GABAergen Mechanismen stimuliert und die cholinergen Mechanismen inhibiert 
[Terada, 1992; Chen et al., 1996; Martin et al., 1996; Martin, 1997]. Der GABAA-
Rezeptor weist fünf zylindrische Untereinheiten auf. Jede Untereinheit endet am 
Aminoende in einer langen hydrophilen und glykosylierten Region, die in den 
Zellaußenraum ragt sowie vier hydrophoben Segmenten M1-M4, die die Membran 
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durchspannen [Schofield et al., 1987]. Die Aktivierung eines GABAA-Rezeptors 
(Bicucullin-sensitiv) erhöht die Leitfähigkeit für Chlorid-Ionen und öffnet letztendlich 
Chlorid-Ionenkanäle. Es kommt zur Hyperpolarisation; eine Depolarisation der Zelle 
wird dadurch erschwert. Die Hyperpolarisation führt zur Muskelentspannung und damit 
zu einer schlaffen Paralyse [Stephenson, 1988; Chen et al., 1996]. Der GABAB-Subtyp 
(Bicucullin-resistent, Baclofen-sensitiv) ist als Autorezeptor bekannt, der K+- und Ca2+-
Ionenkanäle über Pertussis-sensitive GTP-bindende Proteine reguliert [Davies et al., 
1991]. Auf Invertebraten ist das Schema mit den zwei GABA-Subtypen nicht ohne 
weiteres übertragbar. In der Ascaris-Muskulatur scheint nur der GABAA-Rezeptor 
vorhanden zu sein [Holden-Dye et al., 1989; Laughton et al., 1994]. Die Arbeitsgruppe 
von Chen und Terada untersuchte den Einfluß von PF1022A auf GABA-Rezeptoren in 
isolierten somatischen Muskelzell-Membranfraktionen des Nematoden Ascaris suum 
mithilfe der Radioliganden Bicucullin und Baclofen. Bicucullin blockiert als 
spezifischer Antagonist den GABAA-Rezeptor, wohingegen er durch Baclofen stimuliert 
wird. Sie konnten zeigen, daß PF1022A einen agonistischen Einfluß auf den GABAA-
Rezeptor ausübt, indem es konzentrationsabhängig (0,1 nM - 10 µM) die Bindung von 
[2,3-3H(N)]-GABA und [methyl-3H]-Bicucullin an den GABAA-Rezeptor in isolierten 
somatischen A. suum Muskeln ersetzt, und die Bindung von [butyl-4-3H]-Baclofen in 
höheren Konzentrationen reduziert [Chen et al., 1996]. Burt und Kamatchi [1991] 
vermuteten jedoch, daß es noch Subtypen des GABAA-Rezeptors gibt. Dies mag 
erklären, warum für PF1022A und Piperazin um den Faktor 10 höhere Konzentrationen 
erforderlich sind, um anstelle von GABA den Radioliganden Bicucullin zu ersetzen 
[Chen et al., 1996]. GABAerge Antagonisten wie Picrotoxin, Bicucullin und                   
N-Methylcytisin können in Verbindung mit Ca2+ die durch PF1022A hervorgerufene 
Lähmung der adulten Würmer zum großen Teil wieder aufheben. Die Paralyse adulter 
Angiostrongylus cantonensis Würmer in Ratten ließ sich bspw. durch Zugabe von Ca2+ 
und den GABA-Antagonisten Bicucullin oder Picrotoxin aufheben [Akyol et al., 1993]. 
Terada [1992] vermutet daher eine Art GABAergen Mechanismus hinsichtlich der 
Wirkung von PF1022A, z. B. in Form einer Stimulation der Freigabe von GABA 
und/oder einer Verstärkung der Bindung des Transmitters an seinen Rezeptor. Die 
physiologische Funktion der extrasynaptischen GABA-Rezeptoren ist aber noch 
unbekannt. Es wird in Betracht gezogen, daß sie durch Anthelminthika aktivierbar sein 
könnten [Martin, 1993], so wie auch die anthelminthisch wirksamen Avermectine mit 
neuromuskulären GABA-Rezeptoren von Nematoden interagieren [Laughton                 
et al., 1994]. PF1022A könnte theoretisch an der präsynaptischen Seite der Membran 
angreifen und somit eine Hemmung der Muskulatur direkt durch eine Wirkung auf den 
cholinergen Mechanismus induzieren, und zwar über einen Angriff auf die Freigabe von 
Acetylcholin [Terada, 1992]. Da PF1022A jedoch nicht die Wirkung von Levamisol als 
nicotinischer Agonist beeinflußt, agiert er auch nicht als nicotinischer Antagonist zu 
Levamisol [Martin et al., 1996]. Diethylcarbamazine und die makrozyklischen Lactone 
mit Vertretern der Milbemycine und Avermectine wirken dagegen als GABA-
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Antagonisten, indem geringe Konzentrationen den GABA-Mechanismus und hohe 
Konzentrationen den Cholin-Mechanismus stimulieren. 

Der klassischen Vorstellung zufolge führt ein Agonist - hier α-LTX - zur Aktivierung 
des Rezeptorproteins, indem seine Bindung das Rezeptorprotein in eine andere 
Konformation überführt. Ein Antagonist - hier PF1022A/BAY44-4400 - dagegen bindet 
sich reversibel an denselben Rezeptor, ohne eine Konformationsänderung auszulösen 
und blockiert damit kompetitiv und konzentrationsabhängig einen Teil der Rezeptoren, 
so daß der Agonist an Wirksamkeit verliert. Für GPCRs gibt es Hinweise, daß der 
molekulare Wirkungsmechanismus von Agonisten und Antagonisten auch komplexer 
sein könnte. Neben den reinen Agonisten und den reinen Antagonisten gibt es 
Substanzen, die nur eine schwache Aktivität besitzen und je nach den Bedingungen 
partielle agonistische oder antagonistische Eigenschaften aufweisen [Lüllmann und 
Mohr, 1999]. In Übereinstimmung damit konnte gezeigt werden, daß PF1022A nicht 
nur - wie auch α-LTX - an den N-Terminus von HC110-R bindet, sondern darüber 
hinaus auch die durch α-LTX vermittelte Ca2+-Signaltransduktion von HC110-R 
antagonistisch beeinflußt, indem es dosisabhängig den Ca2+-Einstrom in die Zelle 
erniedrigt bis vollständig unterdrückt. Diese Interaktionen könnten auch durch eine 
Aufnahme von PF1022A in das Zellinnere, eine Interkalation des Wirkstoffes in die 
Plasmamembran von HEK-293-Zellen und/oder durch die ionophore Aktivität von 
PF1022A mitverursacht worden sein, so wie es bereits für andere Depsipeptide, wie 
Beauvericin und Enniatin beschrieben wurde [Shemyakin et al., 1969; Stark et al., 1971; 
Burgermeister et al., 1977; Benz et al., 1978; Läuger et al., 1981; Geßner et al., 1996]. 
Für die Einlagerung in Zellmembranen ist keine besondere Paßform erforderlich, so daß 
hier beide Formen gleichermaßen die Membran passieren können. Der optische 
Antipode PF1022-001 ist also pharmakologisch durchaus nicht inert, sondern kann auch 
zu Nebeneffekten führen [Lüllmann und Mohr, 1999]. Und tatsächlich veränderte 
PF1022-001 die α-LTX vermittelte Ca2+-Signaltransduktion in HC110-R transfizierten 
Zellen. Aber anders als bei der verzögerten und dosisabhängigen PF1022A-Antwort 
kam es zu einem zeitlich schnelleren und dabei um ca. 45 % reduzierten α-LTX 
vermittelten Ca2+-Einstrom in HC110-R transfizierten Zellen. Diese Wechselwirkung 
zeigte sich zudem unbeeinflußt von der eingesetzten Konzentration. Es wurden aber 
keine Ca2+-Ströme in nicht transfizierten Zellen gemessen, so daß eine ionophore 
Aktivität als Ursache ausgeschlossen werden kann. Elektrophysiologische 
Untersuchungen des Membranpotentials und der Ionenleitfähigkeit somatischer 
Muskelzellen von Ascaris suum führten bei PF1022A-Gabe zu einer kurzen, Zeit-
abhängigen Erhöhung der Leitfähigkeit für Cl--Ionen, ohne das Membranpotential zu 
verändern. Bei zusätzlicher Verabreichung hoher Ca2+-Konzentrationen wurden dagegen 
keine Ca2+-aktivierbaren Cl--Kanäle stimuliert, so daß PF1022A offenbar nicht als 
Calcium-Ionophor agiert [Terada, 1992; Martin et al., 1996]. Hierin unterscheidet sich 
PF1022A von Piperazin. Beide wirken neuropharmakologisch, indem sie vermutlich 
den GABAergen Mechanismus agonistisch stimulieren und den cholinergen 
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Mechanismus inhibieren [Terada, 1992; Chen et al., 1996]. Dennoch verursacht die 
Verabreichung von Piperazin eine deutliche Erhöhung der Leitfähigkeit über die 
Membran von Ascaris suum Muskelzellen. Diese führt zur Öffnung von Cl--Kanälen 
und zu einer raschen Hyperpolarisation. Außerdem lähmt Piperazin die Nematoden 
reversibel, wohingegen PF1022A irreversible Lähmungserscheinungen zur Folge hat 
[Martin et al., 1997]. Piperazin soll die Wirkung von PF1022A/BAY44-4400 in in vitro 
wie in vivo Versuchen mit Heterakis spumosa synergistisch verstärken [persönliche 
Mitteilung, Dr. Dr. A. Harder]. Die gleichzeitige Gabe von 0,1-10 µg/ml BAY44-4400 
mit 1 oder 10 µM Piperazin führten jeoch zu keiner Veränderung der [Ca2+]i. Da aber 
weder die alleinige Verabreichung von 0,1-10 µg/ml PF1022A noch von PF1022-001 in 
HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen eine Ca2+-Erhöhung induzierte, muß sich eine 
synergistische Wirkung in diesem System auch nicht unbedingt bemerkbar machen. 
Möglicherweise sind andere Kationen oder Anionen betroffen. Um auszuschließen, daß 
PF1022A/BAY44-4400 Einfluß nimmt auf die Ca2+-Signaltransduktion anderer 
natürlicher Rezeptoren, wurden endogene β2-adrenerge Rezeptoren durch Isoproterenol, 
muscarinische Acetylcholin-Rezeptoren M1 durch Carbachol und nicotinische 
Rezeptoren durch Arecolin stimuliert. Diese Versuche wurden zum einen in 
Anwesenheit von BAY44-4400 und zum anderen in Abwesenheit des Depsipeptids 
durchgeführt. Die Tatsache, daß es in keinem der Fälle zu einer veränderten Ca2+-
Antwort kam, läßt den Schluß zu, daß PF1022A/BAY44-4400 spezifisch in die über    
α-LTX vermittelte Ca2+-Signaltransduktion von HC110-R eingreift. Die in dem für 
Säugerzellen etablierten HC110-R-Expressionsmodell durchgeführten Untersuchungen 
der Ca2+-Signaltransduktion lassen vermuten, daß PF1022A/BAY44-4400 
möglicherweise auch in vivo über HC110-R Einfluß auf den Ca2+-Metabolismus in der 
Zelle nimmt und damit HC110-R auch in H. contortus ein Target für PF1022A ist. 

Laughton et al. [1997] vermuteten, daß der Pharynx der Hauptwirkungsort des 
makrozyklischen Lactons Avermectin ist. Von den Avermectinen weiß man, daß sie 
durch das Öffnen von Chlorid-Kanälen einen paralysierenden Effekt auf die Muskulatur 
ausüben [Martin und Pennington, 1989; Arena et al., 1991]. Erst kürzlich wurde die       
β-Untereinheit des Glutamat-gesteuerten Chlorid-Kanals (Glu-Cl) in transgenen               
C. elegans untersucht [Laughton et al., 1997]. Dabei stellte sich heraus, daß beim          
Glu-Cl-Rezeptor die glutamaterge Hemmung der Pharynx-Muskulatur über die 
inhibitorischen motorischen Neuronen M3 erfolgt und zu einer Blockierung der 
Funktionen des Pharynx führt. Diese M3 Pharynx-Muskelzellen sind für die 
Entspannung der Muskulatur, für das Pumpen und die Nahrungsweiterleitung 
erforderlich [Raizen und Avery, 1994]. Es konnte ferner gezeigt werden, daß das 
Pumpen des Pharynx in C. elegans sehr empfindlich auf Avermectin reagiert [Avery 
und Horvitz, 1990]. Bereits Avermectin-Konzentrationen zwischen 0,1-1 nmol/l 
lähmten den Pharynx von H. contortus [Geary et al. 1993] und reduzierten bei 
Trichostrongylus colubriformis drastisch die Nahrungsaufnahme [Bottjer und Bone, 
1985]. Für eine in vivo Lokalisation von HC110-R bot sich das zu HC110-R homologe 



134 Diskussion 

B0457-Protein aus C. elegans an. B0457 konnte durch die sich gegen den N- oder        
C-Terminus von HC110-R richtenden Antiseren spezifisch im Pharynx, insbesondere in 
dem Pro- und Metacorpus sowie dem terminalen Bulbus von C. elegans, lokalisiert 
werden, wie optische Schnittserien durch den C. elegans Embryo im konfokalen 
Laserscanning-Mikroskop zeigten. Der Isthmus, der den Metacorpus mit dem 
terminalen Bulbus verbindet, schien dagegen kein B0457-Protein zu exprimieren. 
Richtet sich nun ein Wirkstoff, wie bspw. Avermectin, gegen einen spezifisch im 
Pharynx exprimierten Rezeptor und führt zu dessen Lähmung, so kommt es infolge 
einer verringerten Nahrungsaufnahme und unzureichenden Weiterleitung zu Störungen 
der Entwicklung und zum Hungertod parasitischer Nematoden [Gill et al., 1995]. Viele 
gastrointestinale Nematoden, wie z. B. H. contortus, nehmen ihre Nährstoffe aber auch 
über die Cuticula auf [Ho et al., 1990; Geary et al., 1993]. Daher läßt sich nicht 
ausschließen, daß Avermectin über die Pharynx-Muskulatur auch andere vitale 
Funktionen, wie bspw. die Regulation des Turgordruckes, beeinflußt. Dafür spricht, daß 
Avermectin keine anthelminthische Wirkung bei Makrofilarien zeigt, die ihre 
Nährstoffe ausschließlich transcuticulär aufnehmen [Howells, 1980]. Auch Levamisol, 
daß äußerst wirksam gegen die im Blut zirkulierenden Mikrofilarien ist, zeigt nur 
moderate Effekte gegen adulte Acanthocheilonema viteae und Brugia pahangi und ist 
sogar unwirksam gegen Brugia malayi [Lämmler et al., 1971; Zahner und Schares, 
1993]. Die Effizienz von PF1022A gegen Filarien erwies sich im Nagermodell bei 
Mastomys coucha ebenfalls als nur mäßig und beschränkte sich auf die Mikrofilarien. 
So zeigte es nur begrenzte antifilariale Effizienz gegen A. viteae und keine Wirksamkeit 
gegen B. malayi und Litomosoides sigmodontis [Zahner et al., 2000a]. Das 
semisynthetische PF1022A-Derivat BAY44-4400 dagegen wirkt unterschiedlich 
sensitiv auf larvale, präadulte und adulte Stadien verschiedener Spezies. BAY44-4400 
beeinflußt die Entwicklung intrauteriner Stadien von A. viteae, B. malayi und                
L. sigmodontis, zeigt aber in Adulten nur bei A. viteae signifikante Effekte (86-100 %) 
[Zahner et al., 2000b]. Dabei wurden keine Unterschiede im Geschlecht der Adulten 
festgestellt [Zahner et al., 2000a]. Die Beobachtung, daß männliche Angiostrongylus 
cantonensis resistenter auf PF1022A reagieren als weibliche [Kachi et al., 1994], sind 
offensichtlich auf diesen Parasit beschränkt. Adulte L. sigmodontis zeigen erst nach 
mehrfacher Verabreichung hoher BAY44-4400-Konzentrationen (5x 100 mg/kg) eine 
Wirkung. Bei B. malayi konnten selbst bei wiederholter Behandlung keine Effekte 
beobachtet werden [Zahner et al., 2000b]. 

Geht man davon aus, daß das C. elegans B0457-Protein das homologe Protein zu 
HC110-R in H. contortus ist, so bietet sich zur weiteren Charakterisierung die 
Generierung und phänotypische Untersuchung von B0457 ‘Knock-Out‘-Tieren an.          
Der hermaphrodite Lebenszyklus von C. elegans läßt die Reproduktion vieler 
Mutantenklassen zu, so daß auch diverse Defekte in der Signaltransduktion, die in 
anderen Tieren bislang letal waren, in diesem Nematoden untersucht werden können 
[Silva und Plasterk, 1990]. Durch Erzeugung von N- und C-terminal verkürzten     
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HC110-R-Deletionsklonen sowie durch Austausch einzelner Aminosäuren läßt sich die 
Bindungsstelle von PF1022A und α-LTX noch genauer ermitteln.  

Die Identifizierung des natürlichen Liganden und auch des G-Proteins zu HC110-R wird 
in Zukunft zeigen, in welche physiologischen Signaltransduktionswege PF1022A in    
H. contortus und anderen parasitischen Nematoden eingreift.  
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5 Zusammenfassung 

Infektionen des Gastrointestinaltraktes mit parasitischen Nematoden führen bei 
Mensch und Tier zu erheblichen gesundheitlichen und ökonomischen Schäden. Weltweit 
stark zunehmende Anthelminthika-Resistenzen bei Nutztieren erfordern die Suche nach 
neuen, wirkungsvolleren Anthelminthika. Ein vielversprechendes Breitspektrum-
Anthelminthikum ist das erst vor wenigen Jahren entdeckte Cyclodepsipeptid PF1022A. 
Ziel dieser Arbeit war ein mögliches „Target“-Protein für den Wirkstoff PF1022A in dem 
gastrointestinalen Nematoden Haemonchus contortus zu finden. 

Mittels Liganden-Immunscreening einer Haemonchus contortus cDNA-Expressions-
bibliothek wurde ein 3539 bp großer cDNA-Klon identifiziert. Dieser kodiert für das neue 
110 kDa große heptahelikale Transmembranprotein HC110-R. Hohe Sequenzähnlichkeiten 
existieren im Bereich der sieben Transmembran-Domänen und konservierte Proteinmotive 
in dem 59 kDa großen extrazellulären N-Terminus und dem 24 kDa großen intrazellulären       
C-Terminus von HC110-R mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der Sekretin-
Unterfamilie, insbesondere mit dem 210 kDa großen Latrophilin aus Säugern. 

Durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde HC110-R in transient und stabil 
transfizierten HEK-293- und COS-7-Zellen an der Plasmamembran und in sauren 
Lysosomen lokalisiert. Das 130 kDa große Vertebraten-spezifische Neurotoxin                   
α-Latrotoxin zeigte als artifizieller Ligand im Western Blot eine spezifische Bindung an die 
N-Termini von HC110-R und Latrophilin. In HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen 
führte α-Latrotoxin dosisabhängig zu einer Erhöhung der intrazellulären freien Ca2+-
Konzentration. Dabei erfolgte durch 75 nM α-Latrotoxin ein maximaler Einstrom von 
extrazellulärem Ca2+ über Cadmium und Nifedipin inhibierbare Kanäle. Die agonistische 
Wirkung von α-Latrotoxin auf HC110-R erwies sich als spezifisch, da das Neurotoxin 
weder Veränderungen in nicht transfizierten HEK-293-Zellen, noch in Zellen, die mit 
einem β2-adrenergen Rezeptor oder einem muscarinischen Acetylcholin-Rezeptor 1 
transfiziert worden waren, hervorrief.  

Durch Liganden-Präzipitation und Western Blot-Analyse mit biotinyliertem PF1022A 
wurde eine spezifische Bindung an den N-Terminus von HC110-R nachgewiesen.              
PF1022A beeinflußte die durch α-Latrotoxin vermittelte Ca2+-Signaltransduktion von 
HC110-R antagonistisch, indem es dosisabhängig den Ca2+-Einstrom in die Zelle 
erniedrigte bis vollständig unterdrückte. Der anthelminthisch nahezu unwirksame optische 
Antipode PF1022-001 zeigte dagegen keinen Effekt. Weder PF1022A noch PF1022-001 
induzierten in HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen eine Veränderung der 
intrazellulären freien Ca2+-Konzentration oder beeinflußten die Liganden-induzierte Ca2+-
Erhöhung, die durch endogene β2-adrenerge, muscarinische oder nicotinische Rezeptoren 
vermittelt wurde. Die Wechselwirkung von PF1022A mit HC110-R war spezifisch. 
Offenbar ist HC110-R ein zelluläres „Target“-Protein für PF1022A. 

Die Aufklärung der zellulären Funktionen von HC110-R in H. contortus und die 
Identifizierung seines natürlichen Liganden können dazu beitragen, die anthelminthische 
Wirkungskette von PF1022A in vivo näher zu verstehen. 
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