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1. Einleitung

Das hoch wirksame Breitspektrum-Anthelminthikum Emodepsid, aus der Klasse der
zyklischen Octadepsipeptide, ein natiirliches Produkt mit niedriger Toxizitdt fiir Tiere
(Jeschke et al., 2005), ist wirksam gegen eine Vielzahl von gastrointestinalen Nematoden
(Harder et al., 2005). Schon vor einigen Jahren konnte der orphane Rezeptor HC110-R
(Saeger et al., 2001) als ,Target’ des Medikaments identifiziert und charakterisiert werden.
Dabei handelt es sich um einen priasynaptischen Latrophilin-dhnlichen Rezeptor aus dem
parasitischen Nematoden Haemonchus contortus. Aufgrund seiner strukturellen Merkmale ist
er nach Kristiansen (2004) der Unterfamilie B der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR)
zuzuordnen. Ungefdhr 30 % aller Medikamente auf dem Markt entfalten ihre Wirkung iiber
GPCR. Historisch bildet diese Klasse von Proteinen somit die erfolgreichste Familie
therapeutischer Angriffspunkte. Die Analyse des humanen Genoms fiihrte zur Identifizierung
einer groen Anzahl neuer Mitglieder mit unbekannter physiologischer Funktion, die nun im
Fokus verschiedener Programme zur Entwicklung neuer Medikamente stehen. Moderne
Ansitze zur Identifizierung neuer, gegen GPCR gerichteter Medikamente, schlieen das
Design kombinatorischer Bibliotheken, strukturelle Biologie, molekulare Informatik und
fortschrittliche ,Screening’-Technologien mit ein. Auf diese Weise werden neue
Komponenten identifiziert, die GPCR-spezifisch inhibieren oder aktivieren. Zusétzlich
eroffnet auch die Grundlagenforschung Perspektiven zur Entwicklung neuer Medikamente.
Mechanismen der Signalweiterleitung und Regulation der GPCR fithren zur Entdeckung
neuer, mit GPCR interagierender, Proteine. FEine Schliisselrolle spielt zudem die
Identifizierung nativer Liganden von bisher orphanen Rezeptoren in der reversen molekularen
Pharmakologie. Die Identifizierung von Rezeptor-Agonisten fiihrt meist zu einer schnellen
Aufklarung der physiologischen Rolle beider Partner. Strategien zur Identifizierung nativer
Liganden orphaner GPCR beruhen auf biologischen ,Screenings’ mit in spezifischen
rekombinanten Expressionssystemen (z.B. immortalisierte Sadugerzellen oder Hefen)
exprimierten orphanen Rezeptoren (Jacoby et al., 2006).

Die GPCR bilden eine Familie integraler Membranproteine mit hunderten von verschiedenen
Rezeptoren. Darunter befinden sich Rezeptoren fiir alle Arten chemischer Botenstoffe, wie
beispielsweise die Schliisselmolekiile der sensorischen Systeme, bioaktive Amine,
Peptidhormone, Neurotransmitter und sogar Proteine (Eckard, 2000). Sie bilden die grofite
Familie von Membranrezeptoren mit der grofiten Diversitit (Joost und Methner, 2002). Thre
Dysfunktion fiihrt beim Menschen zu Krankheiten. Mitglieder dieser Familie teilen eine
gemeinsame Membrantopologie. Sie besitzen einen extrazelluldren, NH,-terminalen Bereich,
sieben mit Schleifenregionen verbundene Transmembranhelices und einen cytoplasmatischen
C-terminalen Bereich. Nicht alle Rezeptoren dieser Familie benutzen heterotrimere G-
Proteine zur Signalweiterleitung. Einige besitzen zusitzlich cytoplasmatische Proteine als
Ubertriiger. Aus diesem Grund bevorzugen manche Autoren andere Bezeichnungen fiir diese
Familie der Rezeptoren, wie z.B. 7-Transmembranrezeptoren oder heptahelikale Rezeptoren.
Eine Unterteilung der Familie erfolgte anhand ihrer nativen Liganden, phylogenetischer
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Analysen ihrer Aminosduresequenzen, ,Cluster’-Analysen der Gene des humanen Genoms
sowie der Analyse globuldrer Dominen und Motiven in den NHj-terminalen Bereichen.
Kolakowski bildete 1994 sechs Unterfamilien mit einer jeweils mehr als 20%igen Identitét
der Aminosduresequenzen der sieben Transmembrandoméinen. In Metazoen existieren nur
drei dieser sechs Unterfamilien (A, B und C). Mittlerweile sind zusitzlich noch weitere
Unterfamilien in S#ugetieren identifiziert worden, wie beispielsweise die LBN-7TM-
Rezeptoren (Kristiansen, 2004).

Die Bindung eines Agonisten an den Rezeptor fiihrt zur Aktivierung eines heterotrimeren G-
Proteins. Dieses steht mit einem aktivierenden oder inhibierenden Signalweg eines
sekundiren Botenstoffs in Verbindung. Es kommt zu einer Anderung der Konzentration
dieses Botenstoffs, die zu weiteren Effektormechanismen innerhalb des Signalweges fiihrt.
Haufig handelt es sich hierbei um die Aktivierung von Proteinkinasen. In vielen Fillen kann
ein einzelner Rezeptor mehrere G-Proteine aktivieren und auf diese Weise verschiedene
Signalwege induzieren. Andererseits konnen jedoch auch mehrere Rezeptoren ein G-Protein
steuern, welches in der Lage ist, mehrere Signale zu generieren. Stimulation eines einzelnen
GPCR kann zudem nach der Aktivierung eines einzelnen Signalweges zu einer Interaktion
mit Signalwegen anderer GPCR fiihren (Liebmann und Béhmer, 2000). Alle heterotrimeren
G-Proteine folgen prinzipiell demselben Aktivierungs-/Deaktivierungszyklus und erlauben
auf diese Weise eine reversible und spezifische Signalweiterleitung ins Innere einer Zelle. In
GDP-gebundener Form bildet die o-Untereinheit eines G-Proteins ein inaktives Heterotrimer
mit der By-Untereinheit. In Anwesenheit der By-Untereinheit bindet die GDP-gebundene o
Untereinheit mit erhohter Affinitdt an den Rezeptor. Durch Bindung eines Agonisten kommt
es zur Aktivierung des Rezeptors und dadurch zu einer Konformationsianderung. Diese erhoht
die Affinitdit des Rezeptors zu dem G-Protein und fiihrt dadurch zu einer schnellen
Freisetzung des GDP von seiner Bindungsstelle an der a-Untereinheit. Unter physiologischen
Bedingungen wird das GDP sofort durch GTP ersetzt, da dieses in hoherer Konzentration
vorliegt. Es kommt nun durch diesen Austausch zu einer erniedrigten Affinitit der o-
Untereinheit zum By-Komplex und einer funktionalen Dissoziation des Heterotrimers. Die
dissoziierten Untereinheiten konnen nun eine Reihe von Effektorproteinen aktivieren oder
inhibieren. Zu diesen Effektorproteinen gehoren z.B. AC1-9, Phospholipase CB 1-4 (PLCB1-
4), Phospholipase A2, Tyrosinkinasen, Phosphodiesterasen (PDE), Phosphoinosit-3-Kinasen
(PIK), GPCR-Kinasen (GRK), Ionenkanile, Phosducin und Molekiile des Mitogen-
aktivierten Protein-Kinase-Signalweges (MAPK). Sie fithren zu einer Vielfalt von zelluldren
Funktionen. Einige werden direkt durch eine G-Protein-Untereinheit aktiviert, andere
Effektoren hingegen werden weiter unten in der Signalkaskade durch spezifische sekundédre
Botenstoffe aktiviert oder inhibiert. Der aktivierte Zustand hilt an, bis durch eine intrinsische
GTPase der a-Untereinheit GTP zu GDP hydrolysiert wird. Auch GTPase aktivierende
Proteine (GAP) konnen die G-Proteine inaktivieren. Sobald GTP zu GDP umgesetzt ist,
assoziieren die a-Untereinheit und der By-Komplex wieder zu einem inaktiven Heterotrimer.
Die Effektoren, die als GAP fungieren, sind cGMP, PDE und PLCP. Einige Regulatoren der
G-Protein-Signalgebung (RGS) wurden als GAP fiir die o-Untereinheit der Gi-Proteine
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nachgewiesen. Neben der G-Protein-Inhibierung kdnnen einige von ihnen auch die G-Protein-
Aktivierung verstdrken, als Effektoren fungieren oder als Geriistproteine Rezeptoren, G-
Proteine, Effektoren oder andere regulierende Proteine zusammenfithren. Auch
Desensibilisierung, Wiederaufnahme von Neurotransmittern oder ihren Vorldufern in die
Nervenendigungen mittels Transporterproteinen (z.B. Dopamin, Serotonin, Norepinephrin,
GABA und der Glutamattransporter) und extrazellulire Degradierungen (z.B. von
Acetylcholin  durch die  Acetylcholinesterase oder von Neuropeptiden durch
Zelloberflachenproteasen) sowie andere Prozesse spielen eine Rolle, um den Signalweg
wieder abzuschalten (Kristiansen, 2004).

1.1 Latrophiline

Der GPCR Latrophilin wird auch als CIRL (Qa2+— Independent Receptor of a-Latrotoxin)
bezeichnet. Er wurde urspriinglich durch Affinitdtschromatographie aus einem Sdugergehirn
isoliert (Davletov ef al., 1996). In Sdugetieren existieren zwei weitere bekannte Isoformen des
Latrophilins: Latrophilin-2 und Latrophilin-3. Wiahrend Latrophilin-3, &hnlich wie
Latrophilin-1, vorwiegend im Gehirn lokalisiert ist, findet man Latrophilin-2 in verschiedenen
Geweben, wie beispielsweise der Placenta, der Niere, der Milz, den Ovarien, dem Herzen und
der Lunge (Matsushita et al., 1999). Die Latrophiline sind an der Exocytose endogener
Hormone und Neuropeptide beteiligt (Holz und Habener, 1998). Eine weitere Rolle scheinen
sie als physiologische Regulatoren der Sekretion von beispielsweise Catecholamin und hGH
(,human Growth Hormone’) aus chromaffinen Zellen zu spielen (Bittner et al, 1998;
Ichtchenko et al., 1999). Der Latrophilin-Rezeptor hat ein Molekulargewicht von 210 kDa
und wird posttranslational 18 Aminosduren vor der ersten Transmembrandomine in zwei
Untereinheiten gespalten (Lelianova et al., 1997). Die proteolytische Prozessierung des
Vorlduferproteins erfolgt im endoplasmatischen Retikulum und ist konstitutiv und somit
nicht, wie im Fall der Protease-aktivierten GPCR, durch einen Agonisten induziert. Die
Schnittstelle ist in einer Cystein- und Tryptophan-reichen Region des NH,-terminalen
Bereichs lokalisiert. Sie wird auch als GPS (,G protein-coupled receptor Proteolysis Site”)
bezeichnet (Krasnoperov ef al., 2002b). Die p120-Untereinheit beinhaltet den extrazelluldren,
hydrophilen = NH,-Terminus  des  Rezeptors, die  p85-Untereinheit die 7
Transmembrandoménen und den intrazelluldren C-Terminus des Latrophilins (Krasnoperov et
al., 1999). Bei dem Latrophilin-Rezeptor handelt es sich um ein Hybridmolekiil zwischen
einem Zell-Adhdsionsmolekiil (p120-Untereinheit) und einem G-Protein gekoppelten
Rezeptor (p85-Untereinheit), zur Ubertragung von Zellkontakten in intrazellulire Signale
(Krasnoperov et al., 2002b). Eine Bindung des o-Latrotoxins an den NH,-terminalen,
extrazelluldren Teil des Latrophilins konnte nachgewiesen werden (Krasnoperov ef al., 1997).
Bisher ist der Grund fiir die intrazelluldire Spaltung des Rezeptors und die hypothetisch
konstante Interaktion der Fragmente an der Zelloberflaiche noch ungeklért. Die Spaltung des
Rezeptors scheint fiir den Transport an die Oberfliche notwendig zu sein. Auch wenn beide
Fragmente im Falle einer Solubilisierung fest assoziiert vorliegen, verhalten sie sich an der
Zelloberfliche wie zwei unabhéngige Proteine. Die Bindung eines Agonisten an die p120-
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Untereinheit induziert die Reassoziation der Fragmente und ruft eine Signalweiterleitung iiber
die p85-Untereinheit hervor (Volynski et al., 2004).

Die Hauptkomponente des Giftes der Schwarzen Witwe (Latrodectus spec.), a-Latrotoxin (o
LTX), ein Mitglied der Latrotoxine, bindet als artifizieller Ligand an die Latrophiline der
Sdugetiere (Krasnoperov ef al., 1997; Lelianova et al., 1997; Li et al., 2005). Die Latrotoxine
wurden in den letzten 30 Jahren zur Aufkldrung der molekularen Mechanismen der
Neurosekretion in Vertebraten, Insekten und Crustaceen verwendet (Ushkaryov et al., 2004).
Bei a-Latrotoxin handelt es sich um ein Vertebraten-spezifisches Neurotoxin mit einem
Molekulargewicht von 130 kDa (Rahman et al., 1999). Seine LDs, in Méusen betrdgt 20 bis
40 pg/kg Korpergewicht (Ushkarev und Grishin, 1986). Alle Latrotoxine wirken
ausschlieBlich auf neuronale Zellen (Ushkaryov et al. 2004). In nicht-neuronalen Geweben
aus Sdugetieren (Meldolesi, 1982; Ushkarev und Grishin, 1986) oder Zellkulturen (Davletov
et al., 1998; Volynski et al., 2000) kommt es in biologisch aktiver Konzentration jedoch zu
keiner Bindung. In a-Latrotoxin konnten, dhnlich wie bei den anderen Latrotoxinen, vier
Doménen identifiziert werden (Kiyatkin ef al., 1990, 1993). Das Vorlauferprotein beginnt mit
einer kurzen hydrophilen Sequenz und einer Ansammlung von basischen Aminosduren,
dhnlich der Erkennungsstelle von Furin. Furin ist ein Subtilisin-dhnliches, proteolytisches
Enzym, das in die Prozessierung vieler Proteinvorldufer involviert ist. Bei der Aktivierung
von 0-LTX hydrolysiert eine Furin-dhnliche Protease das Vorlduferprotein (Volynski et al.,
1999). Massenspektroskopische Analysen konnten zudem die posttranslationale Abspaltung
einer relativ kurzen C-terminalen Region nachweisen (Dulubova et al., 1996). Auch hier
wurden potentielle Bindungsstellen fiir Furin-dhnliche Proteasen identifiziert (Ushkaryov et
al., 2004). Das fertige Protein besteht aus einer konservierten NH-terminalen Region mit 3
invarianten Cystein-Resten und einer Doméne mit 22 Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen, die
C-terminal zwei Drittel des Proteins ausmachen (Dulubova et al., 1996; Ushkaryov et al.,
2004).

Es existieren zwei oligomere Formen von a-LTX. In EDTA formt es Dimere, in Anwesenheit
von divalenten Kationen oder amphipatischen Molekiilen Tetramere (Orlova et al., 2000;
Ushkaryov et al., 2004). Die Bildung von Dimeren verleiht dem Protein mehr Stabilitét.
Verantwortlich hierfiir sind wahrscheinlich die C-terminalen Ankyrin-,Repeats’, da bekannt
ist, dass diese Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Ushkaryov et al, 2004). Die
Tetramere reprisentieren hingegen die aktive Form des a-Latrotoxins. Sie besitzen einen
axialen Kanal und konnen mit der hydrophoben Unterseite in die Membran inserieren. Auf
diese Weise kommt es zur Bildung von Kationenkanédlen (Orlova et al.,, 2000). In
Abwesenheit von Zelloberflichenrezeptoren ist die Porenbildung von hochreinem a-LTX
jedoch nur sehr ineffizient. Nur Konzentrationen weit {iber der normalen aktiven
Konzentration fithren zur Insertion in die Membran (Volynski et al., 2000). Durch die
Bindung an Membranproteine, die in der Lage sind, mit dem Toxin zu interagieren, kann die
Porenbildung unterstiitzt werden. Dies kann durch die starke Erhohung der Konzentration in
der Néhe der Membran oder die Ausrichtung der Tetramere erkliart werden (Volynski ef al.,
2000; Hlubek et al., 2000; Van Renterghem et al., 2000). Zu einer o-LTX-bedingten
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Exocytose kommt es nur durch Bindung an neuronale Rezeptoren (Ushkaryov et al., 2004). a-
LTX interagiert mit drei strukturell sehr unterschiedliche und funktionell unabhingige
Rezeptoren: Neurexinlo, die Protein-Tyrosin Phosphatase-c und Latrophilin. Zwischen ihren
Sequenzen kann keine offensichtliche Homologie festgestellt werden. Thre funktionalen und
strukturellen Charakteristika weisen darauf hin, dass sie eine Familie neuronaler
Membranrezeptoren darstellen, die als Regulatoren von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen wirken (Krasnoperov et al., 2002a). Mittels Gendeletionsexperimenten wurde
die Funktion und relative Rolle der drei Rezeptoren von Tobaben et al. (2002) untersucht.
Versuche mit ,Knockout’-Méusen, denen sowohl die Gene fiir Latrophilin-1 als auch
Neurexinlow fehlten, zeigten, dass es sich bei diesen beiden Rezeptoren um die
Hauptrezeptoren flir a-LTX im Gehirn handeln muss. a-LTX zeigte in den doppelten
,Knockout’-Mdusen nur noch eine minimale Aktivitit. Diese Restaktivitit kann jedoch nicht
alleine auf die Protein-Tyrosin Phosphatase-c zuriickgefiihrt werden, sondern zudem noch auf

die Rezeptoren Latrophilin-2 und 3 sowie die Neurexine If, Ilo., IIf, IITot und III.

Neurexinlo gehort zu einer groBen Familie von Zell-Adhdsionsproteinen (Ushkaryov et al.,
1992). Es hat eine einzelne Transmembrandomine und eine groe extrazelluldre Region, die
sechs Laminin G- und drei EGF (,Epidermal Growth Factor’)-Doméinen aufweist (Volynski et
al., 2000). Basierend auf seinen Laminin G-Dominen und seiner Lokalisation wurde die
Beteiligung an transsynaptischen Interaktionen postuliert. Zusitzlich ist bekannt, dass
Neurexinlo mit Synaptotagmin und Neurexophilin interagiert (Hlubek et al., 2003).
Neurexine sind, bedingt durch extensives alternatives Spleilen und zwei verschiedene
Promotoren, sehr polymorph. Jedes der drei Neurexin-Gene generiert nicht nur a-Neurexine,
sondern auch PB-Neurexine, die einen eigenstdndigen NH,-Terminus, aber die gleiche C-
terminale Sequenz wie die o-Neurexine aufweisen. o-LTX bindet Neurexinlo mit hoher
Affinitit, jedoch nur in Anwesenheit mikromolarer Konzentrationen von Ca®*. An Neurexin
gebundenes a-LTX 16st sich durch Entfernung des Ca®" vom Rezeptor, wihrend es jedoch
weiter in der Membran inseriert bleibt (Volynski et al, 2000). Mit rekombinantem
Neurexinla konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung an die extrazelluldre Doméne des
Rezeptors erfolgt und reversibel ist (Davletov et al., 1995).

Ein weiterer funktioneller Rezeptor des a-LTX ist die Protein-Tyrosin Phosphatase-c (PTP-
o). Genetische Studien an Maus und Drosophila melanogaster identifizierten die PTP-c als
ein Protein, das fiir die neuronale Entwicklung und die Wegfindung der Axone essentiell ist.
o-Latrotoxin bindet Ca*"-unabhingig an die extrazellulire Doméne, die eine Zell-Adhésions-
Domine darstellt. Diese Bindung fiihrt zur Ausschiittung von Neurotransmittern. Die
intrazelluldren katalytischen Doménen des Rezeptors sind jedoch fiir Bindung und
Stimulation der Exocytose nicht essentiell (Krasnoperov et al., 2002a).

o-LTX induziert eine massive Exocytose von synaptischen Vesikeln und Vesikeln mit
groflen, elektronendichten Kernen. Diese FEigenschaft wurde extensiv genutzt, um den
molekularen Mechanismus dieser Exocytose zu untersuchen (Lajus et al., 2006). Obwohl die
Wirkung von a-LTX komplex ist, kann sie in zwei Hauptsignalwege unterteilt werden. Nach
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Bindung an die spezifischen, neuronalen Rezeptoren kann o-LTX einerseits in die Membran
inserieren, Poren bilden und moglicherweise noch weitere Effekte induzieren. Andererseits
kann es zur Aktivierung des Rezeptors und somit zu einer intrazelluldren Signalweiterleitung
kommen. Beide Signalwege konnen zu der Ausschiittung von Neurotransmittern fiihren,
allerdings mit unterschiedlichen Mechanismen. Zusitzlich kann zwischen einem Ca®'-
unabhingigen und einem Ca’’-abhingigen Signalweg unterschieden werden (Ushkaryov et
al., 2004). Der Ca*"-unabhingige Signalweg scheint hauptsichlich mit der Insertion des
Toxins in die Membran, der darauf folgenden Porenbildung und anderen Effekten assoziiert
zu sein (Khvotchev und Siidhof, 2000; Ashton et al, 2001). Die Rezeptor-vermittelten
Signalwege scheinen hingegen extrazellulires Ca®" zu bendtigen (Ashton er al., 2001;
Capogna et al., 2003; Volynski et al., 2003). Influx von extrazellulirem Ca*" in das Cytosol
erregbarer Zellen kann die Exocytose direkt und effizient stimulieren. Der Kationen-Einstrom
ist proportional zu der Zahl gebundener Toxinmolekiile und abhingig von der Anzahl der
Oberfliachenrezeptoren (Ushkaryov et al, 2004). Es gibt zudem Hinweise, dass unter
normalen Bedingungen der Haupteffekt des o-Latrotoxins auf dem Ca*"-Influx durch die
gebildeten Membranporen beruht. Zusitzlich unterstiitzt Ca** die Bildung von o-LTX-
Tetrameren und somit die Porenbildung (Ashton et al., 2000). In weiteren Experimenten
konnte gezeigt werden, dass die gebildeten Poren einen massiven Ausstrom kleiner
Neurotransmitter aus dem ,Transmitterpool’ des Cytosols zulassen (McMahon et al., 1990;
Adam-Vizi et al., 1993; Davletov et al., 1998; Ashton et al., 2000, 2001). Dies ist von
extrazellulirem Ca®" unabhingig und biochemisch schwer von der echten Ca®"-unabhingigen
Exocytose zu unterscheiden (Davletov et al., 1998; Ashton et al., 2001). Fiir die Rezeptor-
vermittelte Antwort auf o-Latrotoxin wird folgender Wirkmechanismus vorgeschlagen: das
Toxin stimuliert einen prasynaptischen Rezeptor, wahrscheinlich Latrophilin. Latrophilin ist
mit dem Protein Go,y11 verbunden. Dieses Protein aktiviert die Phospholipase C (PLC), die
wiederum die cytosolische Konzentration von IP; erhoht. Dadurch kommt es zu einer Ca*'-
Ausschiittung aus intrazelluldren Speichern. Diese Freisetzung spielt wahrscheinlich in der
Signalweiterleitung eine entscheidende Rolle. Der Ca*"-unabhiingige Wirkmechanismus von
o-LTX scheint durch die Membraninsertion und die dadurch bedingte Porenbildung initiiert
zu werden. Es ist bisher noch unklar, ob Exocytose durch den Ein- oder Ausstrom von
Kationen oder durch eine Membrandepolarisation bedingt ist (Ushkaryov et al., 2004).

Auch in anderen Spezies existieren Latrophilin-dhnliche Rezeptoren. Im Jahr 2001 konnte der
Rezeptor HC110-R aus dem parasitischen Nematoden Haemonchus contortus charakterisiert
werden. Der heptahelikale Rezeptor wurde durch ,Screening’ einer cDNA-Bank als putativer
Angriffspunkt des Anthelminthikums PF1022A identifiziert (Saeger et al., 2001). Der
Rezeptor besteht aus 986 Aminosduren und weist ein Molekulargewicht von 110 kDa auf.
Seine vollstdndige cDNA-Sequenz umfasst 3569 bp. In der Familie der GPCR wird er der
Unterfamilie B zugeordnet. Diese Rezeptoren besitzen eine extrazellulire, NH,-terminale
Hormonbindungsdoméine (bestehend aus ~ 120 Aminosduren).
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Abb. 1.1: Vergleichende Strukturmodelle von Haemonchus contortus HC110-R, Caenorhabditis elegans
Latrophilin-1, Cooperia oncophora Depsiphilin-4, Ostertagia ostertagi Depsiphilin-8 und Rattus norvegicus
Latrophilin-1. (A) Schematische Darstellung der charakteristischen Motive der Proteinstruktur von HC110-R,
Lat-1 (Saeger et al., 2000), Depsi-4 und Depsi-8 (Welz et al., 2005): Signalsequenz (SP, blau), Lectin-dhnliche
Sequenz (Lectin, grau), Threonin-reiche Region (,T’-stretch, rosa), Cystein-reiche Signatur (C-Signatur, gelb),
Hormonrezeptor-Doméne (HRM, griin), GPS-Motiv (GPS, dunkelgrin), 7 Transmembrandoméinen
(Transmembrandoméinen 1-7, rot), Prolin-reiche Domine (P-reich, violett) und PEST-Region (PEST, braun). (B)
Protein-Struktur von Lat-1 (Saeger et al., 2000). Zu HC110-R orthologe Motive sind wie in (A) dargestellt.
Latrophilin-1 aus der Ratte verfiigt liber folgende zusdtzliche Motive: ein Olfactomedin Bindemotiv
(Olfactomedin), eine Pro-Thr-reiche Region (P-T-reiche Region), eine ,Linker’-Doméne (,Linker’) und eine
ausgedehnte Region mit mehreren ,Repeats’ (,Repeats’).
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Versuche mit Rezeptoren der Unterfamilie B weisen darauf hin, dass die Bindungsstelle der
Peptidliganden  diskontinuierlich ist und aus verschiedenen Kontaktpunkten des
extrazelluliren NH,-Terminus und der extrazelluldren Schleifenregionen besteht (Kristiansen,
2004). Vergleiche der Aminosiuresequenzen zeigten eine 31%ige Identitit zwischen HC110-
R und sowohl dem humanen Latrophilin-Rezeptor als auch den Latrophilin-Rezeptoren aus
Ratte und Rind. Latrophilin besitzt jedoch mit 210 kDa ein deutlich hoheres
Molekulargewicht. Gemeinsame Strukturmerkmale sind die Lektin-dhnliche Region, die
Cystein-reiche Signatur, das GPS-Motiv, die PEST- und die Prolin-reiche Region.
Unterschiede bestehen in der in HCI110-R nicht vorhandenen Olfaktomedin- und der
Prolin/Threonin-Region des Latrophilins. Latrophilin fehlt dagegen die Threonin-reiche
Region (Abbildung 1.1). Eine weitere Ahnlichkeit zwischen HC110-R und Latrophilin besteht
in ihrer zelluldren Lokalisation in transfizierten HEK-293-Zellen. GFP-markiertes HC110-R
konnte in der Plasmamembran und in cytoplasmatischen Kompartimenten lokalisiert werden.
Bei den cytoplasmatischen Kompartimenten handelt es sich um saure Vesikel (Saeger et al.,
2001). Diese Ergebisse entsprechen den Angaben fiir Latrophilin aus der Literatur
(Krasnoperov et al., 1997).

Der Orphanrezeptor HC110-R zeigt zudem strukturelle Ahnlichkeiten zu GPCR anderer
Nematoden (Abbildung 1.2). Jiingste Untersuchungen ergaben, dass die groBte Ahnlichkeit zu
den orthologen Sequenzen zweier Rezeptoren aus den parasitischen Nematoden Cooperia
oncophora (Co depsi 4) und Ostertagia ostertagi (0o depsi 8) besteht. Thre
Aminosdurensequenzen zeigen eine Identitit von 89 % zu HC110-R. Des Weiteren wurde
eine enge Verwandtschaft zu den beiden in Caenorhabditis elegans identifizierten
Latrophilin-dhnlichen Proteinen 1 und 2 (Ce Lat-1A, Ce Lat-1B und Ce Lat-2) festgestellt.
Auch in Caenorhabditis briggsae wurden zwei orthologe hypothetische Proteine (Cb hyp 1:
hypothetisches Protein CBG03206; Cb hyp 2: hypothetisches Protein CBGO03673)
vorhergesagt (Welz et al., 2005). Im Jahr 2000 konnten von Saeger mit embryonierten C.
elegans-Eiern und einem Antiserum gegen den NH,-terminalen Teil des Rezeptors HC110-R
erste Hinweise auf die Lokalisation der orthologen Latrophilin-dhnlichen Proteine erhalten
werden. Es zeigte sich eine Anfdarbung des Pharynxbereiches der Embryonen. Dieses wurde
2004 von Willson et al. bestitigt. Die Expression des Proteins Lat-1 in Larvenstadien erfolgte
am Pharynx der Wiirmer. In adulten Wiirmern konnte eine Expression, sowohl im
Pharynxbereich als auch auflerhalb, in anterioren Neuronen nachgewiesen werden. Die
Expression erfolgte vorwiegend in Neuronen und nicht in Muskeln. Experimente mit C.
elegans Deletionsmutanten des Gens lat-1 zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine
verlangsamte Pumpaktivitit des Pharynx.

In Experimenten an dem Latrophilin-dhnlichen Rezeptor HC110-R konnte gezeigt werden,
dass a-LTX diesen als funktionellen, artifiziellen Liganden bindet. Die Bindung des a-LTX
an das 54 kDa grole NH,-terminale Fragment von HC110-R konnte mittels Western Blot
nachgewiesen werden. Den C-terminalen, intrazelluldren Teil des Rezeptors bindet es nicht
(Saeger et al., 2001). Untersuchungen mittels Phagen Display ergaben eine weitere
Eingrenzung der Binderegion auf die Aminosduren 161 bis 261.
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Abb. 1.2: Alignment’ der Aminosduresequenzen der NHo-Termini der Latrophilin-&hnlichen Proteine
aus Haemonchus contortus, Cooperia oncophora, Ostertagia ostertagi und Caenorhabditis elegans unter
Verwendung des Computerprogrammes ,CLUSTAL W'. Die Sequenzen der Signalpeptide wurden vorher
entfernt. Dies geschah im Falle der Sequenz von HC110-R nach den Angaben von Saeger et al., 2001, fiir die
Sequenz des Lat-1A aus C. elegans nach Ergebnissen des Programms ,Prosite’ (20.1) und fiir die Sequenzen der
Rezeptoren aus C. oncophora und O. ostertagi nach Angaben von Welz et al., 2005.
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Diese Region enthilt als Strukturelement die Cystein-reiche Signatur (Miihlfeld, 2003). Durch
Bindung von a-Latrotoxin wurden funktionale Antworten in transient transfizierten HEK293-
Zellen beobachtet. Nach Zugabe von a-Latrotoxin konnte nach 2 min eine friihe, kleine
Erhéhung der intrazellulidren Ca®"-Konzentration von 5 + 0,2 nM, gefolgt von einer groBen
Anderung der intrazelluliren Ca*"-Konzentration von 220 * 14,9 nM nach ca. 22 min
beobachtet werden. Die Antwort auf o-LTX erwies sich als spezifisch und
konzentrationsabhingig. Der Anstieg der intrazelluliren Ca®’-Konzentration erfolgt

vorwiegend durch Einstrom von extrazellulirem Ca®" iiber Ca**-Kanile des L-Typs in die
Zelle (Saeger et al., 2001).

1.2 DasAnthelminthikum Emodepsid alsLigand des RezeptorsHC110-R

Die Klasse der Cylooctadepsipeptide beinhaltet Substanzen mit einer breiten
anthelminthischen  Aktivitit (Saeger et al, 2001). Die Untersuchungen der
Cyclooctadepsipeptide begannen Anfang der 90er Jahre mit der Substanz PF1022A, einem
natiirlichen sekundidren Metaboliten des Pilzes Mycelia sterilia. Dieser ist ein Teil der
Mikroflora der Blétter von Camellia japonica (Harder et al., 2005). Der systematische Name
der Substanz PF1022A lautet Cyclo-(D-lactyl-L-N-methylleucyl-D-3-phenyllactyl-L-N-
methylleucyl-D-lactyl-L-N-methylleucyl-D-3-phenyllactyl-L-N-methylleucyl) (Ohyama et
al., 1994). Bei dem Anthelminthikum Emodepsid handelt es sich um ein semisynthetisches
Derivat mit einem Morpholinring in para-Position der beiden D-Phenyllactylsduren.

Der Wirkmechanismus des Breitspektrum-Anthelminthikums Emodepsid unterscheidet sich
sehr von denen anderer bekannter Anthelminthika, wie z.B. der Benzimidazole, der
Imidazothiazole, der Tertrahydropyrimidine und der makrozyklischen Lactone (Harder und
von Samson-Himmelstjerna, 2002). Untersuchungen an C. elegans ergaben, dass Emodepsid
durch Paralyse der Korperwandmuskulatur und des Pharynx die Lokomotion respektive
Nahrungsaufnahme inhibiert. Zudem konnte in neueren Studien gezeigt werden, dass der
Muskel des Eiablage-Apparates paralysiert wird und somit die Wiirmer nicht mehr in der
Lage sind, Eier abzulegen. Des Weiteren kommt es zu einer Verlangsamung der Entwicklung
(Bull et al, 2007, Guest et al, 2007). Seit 1996 wurde mit biochemischen,
elektrophysiologischen und molekularbiologischen Techniken an der Aufkldrung des
Wirkmechanismus gearbeitet. 2005 postulierten Harder et al. ein Modell: Experimente mit C.
elegans-Mutanten weisen darauf hin, dass Emodepsid einen Latrophilin-dhnlichen Rezeptor
aktiviert, der iiber das G-Protein Gy, einen Phospholipase-CB-(PLCP)-Signalweg in Gang
setzt. PLCB bewirkt die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP,) zu
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Dieser Prozess wird durch den
Effekt von Gog, auf die DAG-Kinase negativ reguliert. DAG wiederum interagiert mit der C1-
Domine von UNC-13, einem wichtigen préasynaptischen Rezeptor, der fiir die
Neurotransmitterausschiittung {iber synaptische Vesikel in Drosophila melanogaster,
Sdugetieren und C. elegans essentiell ist. Eine Aktivierung von UNC-13 fiihrt durch
Forderung der offenen Konfiguration von Syntaxin, einem prisynaptischen Membranprotein,
zur Erleichterung der Vesikel-vermittelten Neurotransmitter-Ausschiittung. Dadurch bildet
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Syntaxin einen Komplex mit Synaptobrevin (einem an Vesikeln lokalisierten Protein) und
SNAP-25. Auf diese Weise kommt es zur Ausschiittung von Transmittern (Willson et al.,
2004). Diese Transmitter relaxieren den pharyngealen und den somatischen Muskel der
Korperwand, wodurch es zu einer Paralyse des Nematoden kommt. Welcher Transmitter
ausgeschiittet wird, ist noch nicht bekannt. Es gibt jedoch Hinweise aus Untersuchungen an
Ascaris suum, dass es sich um ein Neuropeptid handelt. Ergebnisse von Studien an C. elegans
weisen darauf hin, dass Emodepsid primér iiber den Lat-1 Rezeptor am pharyngealen Muskel
und iiber den Lat-2 Rezeptor an Korperwandmuskeln agiert. Der Transmitter konnte
auBerdem auch an anderen Stellen ausgeschiittet werden und die Aktivitdt anderer
physiologischer Prozesse, wie z.B. die Eiablage, beeinflussen (Harder et al., 2005). Neuere
Studien zeigen jedoch, dass der Wirkmechanismus von Emodepsid noch weitaus komplexer
zu sein scheint. Guest et al. untersuchten s/o-/-Mutanten des Nematoden C. elegans. SLO-1,
ein Ca*"-aktivierter K'-Kanal, scheint essentiell fiir die Wirkung des Anthelminthikums zu
sein. Es konnte nachgewiesen werden, dass diese Mutanten gegen den Effekt von Emodepsid
auf Lokomotion und Nahrungsaufnahme resistent sind. Bei lat-1- und lat-2-Doppelmutanten
hingegen konnte die Lokomotion, wie bei wildtypischen Tieren, mit Hilfe von Emodepsid
inhibiert werden. Emodepsid scheint folglich die Nahrungsaufnahme, unterstiitzt von Lat-1,
durch einen neuronalen, SLO-1-abhéngigen Signalweg zu inhibieren. Die Hemmung der
Lokomotion scheint jedoch Latrophilin-unabhdngig zu sein und iiber einen SLO-I1-
abhingigen Signalweg in Neuronen oder im Muskel der Korperwand zu wirken. Es wire
denkbar, dass Latrophilin mittels der oben beschriebenen G-Protein-vermittelten
Phospholipase C-B-Kaskade die intrazellulire Ca**-Konzentration erhdht und auf diese Weise
die Ca’"-abhiingige Aktivierung von SLO-1 unterstiitzt.

Sowohl das Depsipeptid PF1022A als auch Emodepsid binden in vitro an den 54 kDa grof3en
NH,-terminalen Teil von HC110-R. Auch unter Verwendung von Proteinextrakten aus
adulten Wiirmern (H. contortus) konnte die Bindung von sowohl a-LTX als auch PF1022A an
ein 110 kDa groles Protein nachgewiesen werden. Weder die Bindung von
PF1022A/Emodepsid noch die Bindung des optischen Antipoden PF1022-001 rufen
allerdings eine Ca®"-Antwort in HC110-R transfizierten HEK-293 Zellen hervor. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass PF1022A/Emodepsid die a-LTX induzierte HC110-R vermittelte
Ca”*-Antwort antagonistisch beeinflusst, indem es dosisabhingig den Ca’’-Einstrom
erniedrigt oder gar vollstindig unterdriickt. In Gegenwart von 4 ng/ml Emodepsid kam es
nach etwa 14 min nur zu einer kleinen Erhohung der intrazelluliren Ca®"-Konzentration von
4446,0 nM. Die 100fache Konzentration fiihrte zu keiner weiteren Erniedrigung der Ca®'-
Antwort, jedoch zu einem ldnger anhaltenden Plateau. Nach Vorinkubation der Zellen mit 4
ng/ml Emodepsid fiir 90 min kam es nur zu einem leicht erniedrigten Ca*'-Anstieg von
95£20,5 nM nach 22 min mit einem anhaltenden Plateau. Eine erhohte Emodepsid-
Konzentration von 400 ng/ml fiihrte zu einer erniedrigten Ca*"-Antwort von 65+7,5 nM und
einer Verzogerung um 14 min (Saeger et al., 2001).
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1.3 Neuropeptidein Nematoden

Die physiologische Rolle der Latrophilin-dhnlichen Proteine in Nematoden ist bisher nicht
verstanden. Sie scheinen jedoch an der Ausschiittung von Neurotransmittern beteiligt zu sein
(Willson ef al., 2004). Aufschluss iiber die physiologische Funktion dieser Rezeptoren kénnte
die Identifizierung ihrer natiirlichen Liganden geben (Joost und Methner, 2002). Bisher ist
bekannt, dass das Anthelminthikum Emodepsid in Nematoden an Latrophilin-dhnliche
Proteine bindet und zu einer Ausschiittung von Muskel-relaxierenden Neurotransmittern fiihrt
(Harder et al., 2005). In Untersuchungen mit Emodepsid an somatischen Muskelpréaparationen
des Nematoden Ascaris suum konnte gezeigt werden, dass durch Acetylcholin oder das
Neuropeptid AF2 stimulierte Muskelkontraktionen durch Zugabe von Emodepsid inhibiert
werden. Das Anthelminthikum fiihrte zudem zu einer schnellen Relaxierung Acetylcholin
induzierter, tonischer Muskelkontraktionen. In denervierten Muskeln wurde die inhibitorische
Wirkung von Emodepsid auf eine von Acetylcholin induzierte Antwort jedoch nicht mehr
beobachtet. Die Nervenstrange scheinen somit am Wirkmechanismus beteiligt zu sein.
Elektrophysiologische Messungen zeigten zudem, dass Emodepsid eine Ca*'-abhingige
Hyperpolarisation der Muskelzellen bewirkt. Zusétzlich ist die Wirkung von Emodepsid,
dhnlich wie bei den inhibitorischen Neuropeptiden PF1 und PF2, von extrazellulirem K"
abhingig. Diese Ergebnisse lassen somit die Schlussfolgerung zu, dass Emodepsid den
Wirkmechanismus inhibitorischer Neuropeptide an neuromuskuldren Verbindungsstellen
nachahmt und die Freisetzung von Neuropeptiden an inhibitorischen Nervenendigungen
stimuliert. Neuropeptide als natiirliche Liganden der Latrophilin-dhnlichen Rezeptoren wéren
folglich durchaus denkbar (Willson et al, 2003). Die Aufkldrung der physiologischen
Funktion der Latrophilin-dhnlichen Proteine in Nematoden setzt demnach Kenntnisse iiber
das Nervensystem der Nematoden und seine Signalmolekiile voraus.

Kein Nervensystem ist zur Zeit so gut untersucht wie das Nervensystem der Nematoden
(Davis und Stretton, 1996). Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts lenkte seine einfache
Struktur die Aufmerksamkeit verschiedener Neuroanatomen auf sich. Richard Goldschmidt
untersuchte Serienschnitte des parasitischen Nematoden 4. suum. Mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie war es White et al. 1986 moglich, die Ergebnisse ihrer Arbeit an
Serienschnitten adulter Hermaphroditen des frei lebenden Nematoden C. elegans zu
prasentieren. Auf diese Weise konnte das gesamte Nervensystem rekonstruiert werden. Mit
insgesamt nur 302 Neuronen ist es klein und einfach strukturiert. Die Morphologie der
Neuronen ist durch wenige oder gar keine Verzweigungen gekennzeichnet (White et al.,
1986). Zum grofiten Teil liegt das Nervensystem der Nematoden in der Epidermis. Das
Gehirn besteht aus einem Schlundring, der den Pharynx umschlieft. Er dient als Kommissur
fiir zwei oder mehr dicht anliegende Ganglienknoten. Von diesem Nervenring zieht als
Hauptnerv mit sensorischer und motorischer Funktion ein anfangs gegabelter, dann unpaarig
verlaufender, ventraler Markstrang ans Hinterende des Wurms. Er enthélt Neuronen, die in
mehreren gangliosen Zentren angehéuft sind. In der Enddarmregion bildet er ein manchmal
paarig verlaufendes Analganglion. Zusdtzlich gibt es einen dorsalen und zwei laterale
Markstringe. In der Ndhe des Analganglions treten in jedem lateralen Markstrang mehrere
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Nervenzellen zu einem Lumbalganglion zusammen. Alle Léngsnerven verlaufen in den
entsprechenden Epidermiszellen. Besonders der ventrale und der dorsale Markstrang, aber
auch die anderen Nervenstringe, sind in unregelméfBigen Abstinden durch halbseitige
Kommissuren verbunden (Hartwich, 1984). Eine Besonderheit des Nervensystems der
Nematoden sind die neuromuskulidren Verbindungen. Die Muskelzellen bilden Fortsitze, so
genannte Muskelarme, die sich verzweigen, und Synapsen, so genannte Muskelfinger,
ausbilden. Auf diese Weise kommen sie mit den Motoneuronen der Nervenstringe in
Kontakt. Sie bilden die Verbindung zwischen dem kontraktilen Bereich des Muskels und dem
Nerv (Maule 1996). In C. elegans wurden ca. 2000 neuromuskuldre Verbindungen, 5000
chemische Synapsen zwischen Neuronen und 700 ,Gap Junctions’ beschrieben (White et al.,
1986). Zudem gibt es bei adulten Hermaphroditen mindestens 39 Klassen von sensorischen,
mindestens 21 Klassen von motorischen Neuronen und bis zu 58 Klassen von Interneuronen
(Li, 1999).

Diesem morphologisch einfach strukturierten und einheitlichen Nervensystem liegt jedoch
eine groBe Diversitdt an putativen Signalmolekiilen zugrunde. Die meisten Untersuchungen
neuromuskuldrer Funktionen der Nematoden wurden an A. suum durchgefiihrt (Maule, 1996).
Die grundlegende Struktur des Nervensystems von A. suum entspricht der des Nervensystems
von C. elegans. Aufgrund seiner Grofle bietet 4. suum jedoch einen grofen Vorteil und
ermoglicht elektrophysiologische und chemische Untersuchungen (Davis und Stretton, 1996).
Del Castillo und Stretton waren die Pioniere auf diesem Gebiet. Vorwiegend wurden die
klassischen Neurotransmitter GABA und Acetylcholin untersucht, da die so genannte
,Peptidrevolution’ noch bevorstand (Maule, 1996). Seit den spiten 80er Jahren wurden
immuncytochemische Studien mit Antiseren durchgefiihrt. Diese Studien zeigten, dass
Nematoden eine peptiderge Komponente des Nervensystems besitzen, die hinsichtlich der
Anzahl putativer Transmittermolekiile tiber die der klassischen Neurotransmitter dominiert.
75 % der Nervenzellen in A. suum konnten mit Antiseren angefarbt werden (Brownlee, 1996).
Erste Untersuchungen an Gewebeproben aus Nematoden beschiftigten sich mit der Struktur
und den physiologischen Effekten dieser Neuropeptide. Zusitzlich wurden Gen-
Deletionsexperimente durchgefiihrt. Signifikante Fortschritte wurden besonders in den letzten
5 bis 6 Jahren bei der Kartierung ihrer Expression und der Biologie ihrer Rezeptoren gemacht.
Dies ist fast vollstindig mit der Vollendung des Genomprojektes des frei lebenden
Nematoden C. elegans zu begriinden (McVeigh et al., 2006). C. elegans bietet zudem fiir
molekulare und zelluldre Analysen der Funktion von Neuropeptiden einige Vorteile. Wie
oben beschrieben sind Position, Morphologie, Muster und synaptische Partner aller Neuronen
elektronenmikroskopisch untersucht worden. C. elegans fungiert aus diesem Grund als
Modell fiir parasitische Nematoden und das Nervensystem der Vertebraten (Li, 1999). Im
Gegensatz dazu gibt es nur ein vergleichbares Genomprojekt eines parasitischen Nematoden,
Brugia malayi. Es ist deshalb unwahrscheinlich, dass in der ndheren Zukunft fiir Parasiten
eine dhnliche Menge an Informationen erlangt werden kann (McVeigh et al., 2006).
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Nematoden besitzen eine Reihe von klassischen Neurotransmittern, wie z.B. Acetylcholin, 5-
Hydroxytryptamin ~ (5-HT), Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin, Glutamat und
Gammaaminobutylsdure (GABA). Zusitzlich verfligen sie iber ein peptiderges
Nervensystem, welches mit dem endokrinen System in Verbindung steht. Sie teilen sich die
gleichen Botenstoffe. Bei diesen handelt es sich meist um Peptide mit einer Gréfle von 3 bis
100 (oder mehr) Aminosduren. Sie werden als Neuro- oder regulatorische Peptide bezeichnet,
agieren als Neurotransmitter oder Neuromodulatoren und kommen in allen Geweben vor. Als
Neurotransmitter werden Substanzen bezeichnet, die an einem Nervenende ausgeschiittet
werden und auf eine benachbarte Zielzelle einwirken. Hingegen bezeichnet man Substanzen
als Neuromodulatoren, die eine Neurotransmission modulieren. Hormone werden an einer
Stelle ausgeschiittet und gelangen iiber den Kreislauf, bei Nematoden das Pseudocoel, an den
Wirkort. Nematoden haben weder Hormondriisen noch einen funktionalen Kreislauf.
Neurosekretorische Zellen liegen bei ihnen im vorderen Teil des Korpers.

Die klassischen Neurotransmitter konnen in exzitatorisch und inhibitorisch wirkende
Transmitter unterteilt werden. Zu den exzitatorischen Neurotransmittern z&hlt Acetylcholin.
Es wird somit nur in erregenden und nicht in inhibitorischen Motoneuronen gefunden. Sowohl
die Acetylcholinesterase als auch die Cholinacetyltransferase konnten nachgewiesen werden.
5-HT stimuliert zum einen das Eierlegen und den pharyngealen Pumpmechanismus, zum
anderen inhibiert es die Lokomotion und die Ausscheidung. Ein Rezeptor fiir 5-HT wurde
identifiziert und im Korpermuskel, im Ovar und im Pharynx nachgewiesen. Zu den
inhibitorischen Transmittern gehdrt GABA, das in inihibitorischen Motoneuronen vorkommt.
AuBerdem enthalten zehn cephale und ein dorsorektales Ganglionneuron GABA. Ein weiterer
inhibitorisch wirksamer Neurotransmitter ist die Glutaminsdure. Injektionen von
Glutaminsédure in 4. suum bewirkten eine Paralyse und bewiesen somit die Existenz eines
Gluatamatrezeptors und seinen Einfluss auf die Lokomotion. Da die Kérpermuskulatur nicht
direkt auf Glutamat reagiert, spricht dies dafiir, dass Glutamat priasynaptisch auf Endigungen
von Motoneuronen wirkt. Dopamin ist das wichtigste Catecholamin in Nematoden. Hohe
Konzentrationen wurden im Reproduktionsteil von Nematoden gefunden. Es gibt Hinweise
auf Effekte von Dopamin auf Motoneuronen und den pharyngealen Muskel. Es ist in der
Lage, das pharyngeale Pumpen zu inhibieren, ist aber weit weniger wirksam als GABA und
Glutamat (Brownlee ef al., 2000).

Im Jahre 2005 waren in C. elegans mittlerweile 109 Neuropeptid-Gene bekannt. Sie lassen
sich in drei Gruppen unterteilen. Zum einen gibt es die ins-Gene, die fiir Insulin-dhnliche
Peptide kodieren, zum anderen die fIp-Gene, welche fiir die FMRFamide-dhnlichen Peptide
(FLP, ,FMRFamide-like Peptides’) kodieren. Ferner gibt es noch die n/p-Gene. Dieser
Gruppe werden alle Peptid-Gene zugeordnet, die nicht in eine der anderen Gruppen gehdren.
Mit fortschreitenden Genom- und Proteomprojekten parasitischer Nematoden fillt auf, dass es
fiir viele, wenn nicht alle, Neuropeptid-Gene aus C. elegans Gegenstlicke in parasitischen
Nematoden gibt. Die isolierten und kodierten Neuropeptidsequenzen sind sehr dhnlich, wenn
auch nicht identisch mit den C. elegans-Peptiden (Li, 2005).
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Tab. 1.1 fasst die wichtigsten Informationen einiger ausgewahlter Neuropeptide zusammen. Soweit nicht
ander svermerkt, sind die Daten der Arbeit von McVeigh (2006) entnommen.

Peptid Gen | Effekt auf das Antwor ttyp des Ovijector-Antwort- | Effekte auf den
Verhalten K orpermuskelsvon Typ bel A. suum Pharynx
A.suum
Verhaltensanalyse | Typ 1: langsam Typ L:inhibitorisch Effekte auf das mit
in Folge einer inhibitorisch Typ 2: exzitatorisch 5-HT-stimulierte
Injektion ins Typ 2: schnell Typ 3: transiente pharyngeale
Pseudocoel bei inhibitorisch Kontraktion Pumpen bei
adulten 4. suum Typ 3: exzitatorisch Typ 4: transiente A. suum bzw. die
Typ 4: biphasisch Kontraktion, gefolgt Effekte auf die
von spastischer Frequenz des
Lahmung pharyngealen
Typ 5: Relaxation, Aktionspotentials
gefolgt von erhohter | bei C. elegans
Aktivitat
. Typ 1: langsam
AF11 flp-1 | keine Bewegung inhibitorisch
Typ 1: langsam C Verringerung bei .
PF1 flp-1 inhibitorisch Typ 1: inhibitorisch C. elegans und bei
A. suum
Typ 1: langsam Verringerung bei
PF2 flp-1 inhibitorisch (Willson | Typ 1: inhibitorisch C. elegans und bei
et al., 2003) A. suum
AF5 flp-4 Ezr;;?ggs;tg Typ 3: exzitatorisch
keine Bewegung Venjcral Typ 3: Erhdhung bei
PFI/AF8 [flp6 [mehr, ventrales | SXAMIOrisch Typ I: inhibitorisch | < /égans und
Aufrollen Fior.sa.I Typ 1: langsam Verringerung bei
inhibitorisch A. suum
Typ 4: transiente Erhohung bei
verringerte oy . Kontraktion, gefolgt C. elegans und
AFL e Bewegung Typ 4: biphasisch von spastischer Verringerung bei
Lihmung A. suum
AF19 flp-13 | keine Bewegung
vermehrte Erhohung bei
AF2/PF5 |flp-14 B Typ 4: biphasisch Typ 1: inhibitorisch C. elegans und kein
ewegung Effekt bei 4. suum
. . . . Kein Effekt bei
AF4 flp-18 Typ 3: exzitatorisch Typ 2: exitatorisch A suum
AF10 flp-18 Typ 3: exzitatorisch

Die fIp-Gene in

anderen Spezies werden als sequelog bezeichnet. Dieser Begriff beschreibt

eine Sequenzdhnlichkeit, die jedoch nicht auf einen evolutiondren oder funktionalen

Zusammenhang zwischen den Sequenzen hinweist. Die Begriffe homolog und ortholog sind

in diesem Fall nicht gerechtfertigt, da es keine gesicherten Hinweise fiir ihre Richtigkeit gibt
(McVeigh, 2006). FLP bilden die grofite Gruppe der bisher bekannten Neuropeptide. Sie
zeigen Ahnlichkeit zu FMRFamid, einem cardioaktiven Tetrapeptid, welches aus der

Klaffmuschel (Macrocallista nimbosa) isoliert wurde. Einige ausgewdhlte Vertreter der FLP

sind

in Tabelle

1.1

mit den wichtigsten Ergebnissen bisheriger Untersuchungen

zusammengestellt. Sowohl bei den Invertebraten als auch bei verschiedenen Vertebraten

konnten Neuropeptide identifiziert werden. Nematoden zeigen jedoch eine ungewohnliche
Komplexitit (McVeigh et al., 2006).
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Das erste Neuropeptid-Gen stammte aus C. elegans und wurde als fIp-1 bezeichnet. Es kodiert
fiir sieben FLP. Durch alternatives Spleilen werden zwei Transkripte gebildet. Wie in
anderen fIp-Genen entstehen die Peptide aus einem Vorlduferprotein, das mehrere Peptide
beinhaltet. Dadurch kommt es zu einer gro3en Diversitit (Brownlee und Fairweather, 1999).
Wie andere Neuropeptide entstehen FLP aus Praproproteinen, die sowohl ein NH,-terminales
Signalpeptid als auch mehrere Schnittstellen fiir Endoproteasen enthalten (Li, 1999). Sie
erhalten oft noch posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Amidierungen,
Glykosylierungen oder NHj-terminale Acetylierungen (Brownlee, 2000). Ein Gen kann
sowohl mehrere Peptide der gleichen als auch unterschiedlicher Sequenz enthalten. In
Invertebraten konnen verschiedene Neuropeptide, die von einem Neuron ausgeschiittet
werden, dhnliche oder auch unterschiedliche Effekte auf postsynaptische Zellen haben. Da
mehrere Neuropeptid-Gene haufig von einzelnen Neuronen exprimiert werden konnen und
die Expression der Gene sowohl auf der Ebene des Spleilens als auch auf der Ebene der
Transkription reguliert werden konnen, ist die Komplexitit der Signalgebung durch
Neuropeptide sehr grof3 (Li, 1999). Mittlerweile sind mindestens 32 flp-Gene bei Nematoden
beschrieben. In C. elegans konnten bisher 29 fIp-Gene identifiziert werden, die mindestens 68
verschiedene FLP kodieren. Jedes fIp-Gen kodiert fiir bestimmte, charakteristische
Variationen des C-terminalen Tetrapeptid-Motivs x-xo-Arg-Phe-NH,. Dabei steht x fiir eine
beliebige Aminosdure, mit Ausnahme von Cystein, und X, fiir eine hydrophobe Aminoséure,
mit Ausnahme von Cystein. Die Aminosdure Cystein kommt bisher noch in keinem FLP vor.
Die strukturelle Diversitdt spiegelt sich auch in der Fiille von FLP-induzierten
physiologischen Antworten wieder. Sie zeigen unterschiedliche Effekte auf Motoneuronen,
Verhalten und sensorische Fihigkeiten. Das Tetrapeptid-Motiv schlieft Peptide mit ein, die
vorher nicht zu dieser Gruppe gerechnet wurden. Ein Beispiel hierfiir sind viele Neuropeptide
aus Vertebraten, die auf den Aminosiduren RFamid enden. Diese Betrachtungsweise spiegelt
die evolutiondren Verhéltnisse der FLP jedoch besser wider. FLP spielen im Nervensystem
der Nematoden eine sehr grof3e, bei den Vertebraten dagegen nur eine untergeordnete Rolle
(McVeigh et al., 2006). Im Nervensystem der Sdugetiere haben Neuropeptide in erster Linie
die Aufgabe, die Synapsenaktivitit zu modulieren, wobei sie die Aktivitit primérer
Neurotransmitter, wie z.B. der klassischen Neurotransmitter, beeinflussen. Im Gegensatz dazu
fungieren Neuropeptide in Invertebraten auch als primére Transmitter.

Die biologische Aktivitdt der Neuropeptide wurde in 4. suum untersucht, da dieser Parasit fiir
elektrophysiologische Techniken am besten geeignet ist. Im Allgemeinen ist die Wirkung
vieler Peptide mindestens zweimal so stark wie die der klassischen Neurotransmitter
Acetylcholin und GABA (Brownlee und Fairweather, 1999). Neuropeptide wirken sehr
spezifisch und vermitteln durch Rezeptoren eine Vielzahl von zelluldren und molekularen
Aktivititen. Mittels G-Proteinen werden sekundidre Botenstoffsysteme aktiviert oder der
Ionenfluss iiber die Membran verdndert. Eine Ausnahme bilden Kationenkanile, die mittels
FLP reguliert werden. Zusitzlich kdnnen Neuropeptide als Neuromodulatoren die Wirkung
anderer Substanzen beeinflussen. Die Wirkung von Neuropeptiden ist im Allgemeinen
langanhaltender als die Wirkung der klassischen Neurotransmitter. Sie sind an der
Signalweiterleitung an den Synapsen beteiligt und werden anschlieBend an der
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postsynaptischen Membran enzymatisch abgebaut. Im Gegensatz zu der schnellen,
anhaltenden Signalgebung der klassischen Neurotransmitter wirken die groBeren
Neuropeptide langsamer und sind in die Vermittlung und Modulation dieser Signale
involviert. Zusétzlich kontrollieren sie als Wachstumshormone oder Morphogene eine grof3e
Vielfalt physiologischer Prozesse durch Induktion lang anhaltender Effekte. Es ist auch
moglich, dass ein oder zwei Neuropeptide gleichzeitig mit einem klassischen
Neurotransmitter oder mehreren Neuropeptiden zusammen ausgeschiittet werden. Die
Neuropeptide werden in synaptischen Vesikeln an prasynaptischen Endigungen gespeichert.
Thre Ausschiittung ist, wie bei den klassischen Neurotransmitter, Ca*"-abhingig und wird
durch Depolarisation der Membran der Nervenendigungen initiiert. Daraus ergibt sich jedoch
die Frage, wie die Ausschiittung der verschiedenen Transmittersubstanzen reguliert wird.
Dieses kann durch unterschiedliche Arten von Vesikeln geschehen oder durch die
Ausschiittung an verschiedenen Stellen eines Neurons, wenn diese durch Verzweigungen
voneinander getrennt sind. Die Botenstoffe werden in drei Arten von Vesikeln gespeichert.
Acetylcholin findet man in kleinen, runden oder ovalen, transparenten Vesikeln mit einem
Durchmesser von 20 bis 50 nm. Weiterhin findet man Vesikel mit einem dichten Inneren und
einem transparenten Hof. Sie haben einen Durchmesser von 40 bis 100 nm und enthalten
klassische Neurotransmitter, wie z.B. Serotonin oder Noradrenalin. Neuropeptide findet man
in Vesikeln, die ein charakteristisches dichtes Inneres mit einem engen, peripheren Hof
aufweisen. Es konnen zwei Arten dieser Vesikel unterschieden werden. Die einen haben einen
Durchmesser von 60 bis 100 nm, die anderen einen Durchmesser von 100 bis 160 nm
(Brownlee, 2000).
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1.4 Zielsetzung

Die physiologische Funktion der Latrophiline und Latrophilin-dhnlichen Proteine ist bis dato
nicht verstanden. Vertreter dieser Gruppe sind sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten
zu finden. Aufschluss iiber die Rolle dieser Rezeptoren in der Natur sollte die Identifikation
nativer Liganden des Rezeptors HC110-R geben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit der 16slichen Fraktion eines Proteinextraktes des frei
lebenden Nematoden C. elegans mit unterschiedlichen Verfahren nach HC110-R-bindenden
Proteinen oder Peptiden gesucht werden. Grundlage bildete die erfolgreiche heterologe
Expression verschiedener Teile des Rezeptors in E. coli und die chromatographische
Aufreinigung der resultierenden Fusionsproteine. Potentielle Kandidaten sollten in vitro und
in vivo auf eine Interaktion mit dem Latrophilin-dhnlichen Rezeptor HC110-R untersucht und
diese charakterisiert werden. Ferner sollten verschiedene Neuropeptide aus Nematoden mit
Hilfe eines Oberflachenplasmonresonanz-Biosensors auf eine Bindung an ein 54 kDa grof3es,
aminoterminales Fusionsprotein von HC110-R untersucht werden. Interaktionen wurden
hinsichtlich ihrer Kinetik und Affinitdt charakterisiert und untereinander verglichen. Es ist
bekannt, dass durch Bindung des artifiziellen Liganden a-LTX an Latrophilin und HC110-R
Anderungen der Ca®*-Signaltransduktion hervorgerufen werden. Mit Hilfe einer stabil mit
HC110-R-Myc/6xHis transfizierten HEK-293-Zelllinie sollte mittels Fluoreszenz-
spektroskopie ein System zur funktionalen Analyse potentieller, nativer Liganden von
HC110-R etabliert werden.
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2.1 Chemikalien, Enzymeund ,Reaktionskits

Acrylamid M-Bis 29:1, 30 % Stock Solution (GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg)
Adenosin-5’-Triphosphorsiure, Dinatriumsalz (AppliChem GmbH, Darmstadt)

Agar (GIBCO BRL, Karlsruhe)

Agarase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
6 x Agarosegel Ladungspuffer (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices, 100000 MWCO (Millipore GmbH, Schwalbach)
Amine Coupling Kit (BIACORE, Freiburg)

Ammoniumperoxodisulfat (MERCK KGaA, Darmstadt)

Ampicillin, Natriumsalz (Roth, Karlsruhe)

Anhydrotetracyclinhydrochlorid (IBA GmbH, Géttingen)

Bacto™ Hefeextrakt (Difco, Sparks, MD, USA)

Biacore Maintenance Kit for BIACORE J, X, 1000, 2000, 3000 (BIACORE, Freiburg)
Bio-Rad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat (BIO-RAD, Miinchen)

Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen)

BugBuster® Master Mix (Novagen, Madison, WI, USA)

Carbenicillin, Natriumsalz (GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg)

CB-X™ Protein Assay (GenoTechnology, Inc., St. Louis, MO, USA)

Centrex® UF-2 Centrifugal Ultrafilters, 10 K MWCO unit (Schleicher und Schuell GmbH,
Dassel)

Centricon® Centrifugal Filter Devices, YM-3 (3000 MWCO) (Millipore GmbH, Schwalbach)
Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen, Karlsruhe)
Chloramphenicol (GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg)

Column PROTEIN Concentrate™ Kit (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA)
Complete Mini Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
CycloReader™ Auto DNA Sequenzing Kit (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
D-19-Entwickler (Kodak GmbH, Stuttgart)

D-Desthiobiotin (IBA GmbH, Géttingen)

Digitonin (Sigma, Deisenhofen)

DNase I, 1 U/ul (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Dynabeads® M-270 Carboxylic Acid (Dynal Biotech GmbH, Hamburg)

ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg)

ECL Hyperfilm (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)

ECL Western Blot Detection Reagents (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
ECL Western Blotting Substrate (Pierce, Bonn)

Expand High Fidelity PCR System (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
Filterpapier (Whatman Ltd., Maidstone, England)

FOCUS FastSilver (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA)

Fount India, schwarze Tusche (Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH, Hannover)
Fura-2/Acetoxymethylester (Fura-2/AM), 1mg (Sigma, Deisenhofen)
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G 418 sulfate, sterile-filtered aqueous solution, cell culture tested (Calbiochem, San Diego,
CA, USA)

GelCode® Blue Stain Reagent (Pierce, Bonn)

Glasfaser Rundfilter, GF 52, & 25 mm (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel)
Gravitiy flow Strep-Tactin® Sepharose® Column (IBA GmbH, Géttingen)
GroBenstandards A-DNA (EcoRI, Hind Ill-restringiert) Marker 3, pUC-Mix Marker 8 (MBI
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Hefeextrakt (Difco, Sparks, MD, USA)

His-Select™ Magnetic Agarose Beads (Sigma, Deisenhofen)

Hyperfilm™ MP ECL (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
Isopropyl-B,D-thiogalactopyranoside (GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg; MBI Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot )

LabSafe GEL Blue™ (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA)

Laemmli Sample Buffer (BIO-RAD, Miinchen)

a-Latrotoxin, 40 pg, lyophilisiert (Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel)

Long Ranger® Gel Solution (Cambrex Bio Sciences, Rockland, USA)

Lysozyme from hen egg white, 97940 U/mg (Fluka, Neu Ulm)

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kits (Pierce, Bonn)

Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA)

Mowiol (Polyscience Inc., Niles, IL, USA)

Nucleobond® Ax PC100 Kit (Macherey-Nagel, Diiren)

NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kit (Macherey-Nagel, Diiren)

NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-Nagel, Diiren)

Oligonucleotide (MWG, Ebersberg)

OrgoSol PROTEIN Concentrate™ Kit (GenoTechnology, Inc., St. Louis, MO, USA)
PageBlue™ Protein Staining Solution (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

PCR Nukleotid (ANTP) Mix (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

PD-10 Desalting column (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
Pefabloc SC Plus (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)

Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe)

PlusOne™ Silver Staining Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)
Prestained Protein Molecular Weight Marker (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
Protino® Ni 1000 prepacked columns kit (Macherey-Nagel, Diiren)

Protran Nitrozellulose Membran BA 85 (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel)
PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega, Heidelberg)

Restriktionsenzyme und dazugehorige 10 x Puffer (MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot;
New England BioLabs GmbH, Frankfurt)

RotiBlock-Losung (10 x) (Roth, Karlsruhe)

RotiLoad-Ladungspuffer (4 x) (Roth, Karlsruhe)

Roti®Mark 10-150 (Roth, Karlsruhe)

Sensor Chip CM5, research grade (BIACORE, Freiburg)

Serva Blue G (Serva, Heidelberg)

Silicone solution Serva, in isopropanol (Serva, Heidelberg)
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Slide-A-Lyzer™ 10 K Dialysis Cassettes, 0,5-3.0 ml (Pierce, Bonn)

Spin-Out™ GT-1200 Medi (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA)

Strep-Tactin Regeneration Buffer (10 x Buffer R, HABA Solution) (IBA GmbH, Géttingen)
Strep-Tactin® Sepharose® (IBA GmbH, Gottingen)

Strep-Tag® Starter Kit (IBA GmbH, Géttingen)

Strep/His Starter Kit (IBA GmbH, Gottingen)

Sterilfilter (Nunc, Wiesbaden)

Surfectant P20 (Biacore, Freiburg)

T4 DNA Ligase (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)

TALON® CellThru (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA)

TALONspin™ Columns (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA)

Thermo Sequenase™ Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg)

TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega, Heidelberg)

Transcend™ tRNA (Promega, Heidelberg)

Transformation Aid™ Bacterial Transformation Kit (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot)
Triple Master PCR System (Eppendorf, Hamburg)

Trypton Pepton (pankreatischer Verdau von Casein) (Difco, Sparks, MD, USA)
Visualizer™ Western Blot Detection Kit, mouse (Upstate, Charlottesville, VI, USA)
Vivaspin 15 R Concentrator, 5.000 MWCO HY (Sartorius AG, Géttingen)

Vivaspin 15 R Concentrator, 10.000 MWCO HY (Sartorius AG, Gottingen)

Vivaspin Concentrator, 100.000 MWCO PES (Sartorius AG, Géttingen)

Wasser fiir die Molekularbiologie, filtriert mit 0,2 um Membranfilter, DEPC behandelt
(Fluka, Neu Ulm)

Enzyme und Chemikalien flir die Molekularbiologie: AppliChem GmbH, Darmstadt; Biozym,
Hess. Oldendorf; Difco, Sparks, MD, USA; Fluka, Neu Ulm; GeneCraft, Miinster, GERBU
Biotechnik GmbH, Gaiberg; GIBCO BRL, Karlsruhe; Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim; MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot; MERCK KGaA, Darmstadt; Invitrogen
GmbH, Karlsruhe; Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg; Promega, Heidelberg;
Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Sigma, Deisenhofen; Stratagene, Heidelberg; USB, Bad
Homburg; Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande.

2.2 Lo6sungen und Puffer

Sdmtliche Losungen und Puffer wurden ausschlieBlich mit Wasser aus der
Aufbereitungsanlage Direct-Q™ (Millipore GmbH, Schwalbach; im Folgenden bezeichnet als
dH,0) angesetzt und fiir Arbeiten mit DNA, Proteinen und fiir Kulturmedien durch
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C sterilisiert. Die Zusammensetzung folgender Losungen
und Puffer wird im Text nicht ndher erlautert:

Aquilibrierungspuffer (IEF-Streifen): 50 mM Tris-HCI, pH 8,8; 6 M Harnstoff, 30 %
Glycerin in dH,O; vor Gebrauch 1 % DTT hinzugeben

Anodenpuffer (Schagger und v. Jagow): 0,2 M Tris-HCI, pH 8,9 in dH,0O

APS: 10 % (w/v) in dH,O
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ATP-Lo6sung: 10 mM in dH,O

Biacore-Puffer I: 50 mM Hepes, pH 7,4; 0,005 % Surfectant P20 (v/v) in dH,O; sterilfiltriert
0,22 pm, entgast

Biacore-Puffer 11: 50 mM Hepes, pH 7,4; 300 mM Natriumchlorid, 0,005 % Surfectant P20
(v/v) in dH,O; sterilfiltriert 0,22 um, entgast

Blockldsung (Immunfluoreszenz): 1 % BSA (w/v) in PBS

Coomassie Brilliant Blau-Farbeldsung: 0,1 % Coomassie G250 (w/v), 25 % Isopropanol
(v/v), 10 % Essigsédure (v/v) in dH,O

Coomassie Brilliant Blau-Farbelosung (Kang): 0,02 % Coomassie Brilliant Blau G250
(w/v), 2 % Phosphorsédure (w/v), 5 % Aluminiumsulfat X 14 — 18 H,0, 10 % Ethanol (v/v) in
dH,O

Coomassie Brilliant Blau-Entfarbeldsung: 25 % Isopropanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v)
in deO

Digitonin-Losung: 1,7 mM in 5 % DMSO (v/v), 95 % dH,0 (v/v)

EGTA: 400 mM in dH,O

Elutionspuffer (IBA): 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM Natriumchlorid, 1 mM EDTA,
2,5 mM Desthiobiotin in dH,O

Elutionspuffer (IB): 50 mM NaH,PO., pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 5 M Guanidin-HCI,
250 mM Imidazol in dH,O

Elutionspuffer (Macherey-Nagel): 100 mM NaH,PO4, pH 8,0; 600 mM Natriumchlorid,
500 mM Imidazol in dH,O

Elutionspuffer Pull-Down Assay |: 50 mM Natriumcitrat; pH 4,5; 50 mM Natriumchlorid in
dH,O

Elutionspuffer Pull-Down Assay I1: 50 mM Natriumcitrat; pH 1,8; 50 mM Natriumchlorid
in deO

Elutionslésung Pull-Down Assay I11: 8 M Harnstoff, 20 mM DTT, 0,5 % Triton X-100
(v/v) in dH,O

Entfarbelsung (Schégger und v. Jagow): 10 % Essigsaure (v/v) in dH,O
Entwicklerldsung: D-19-Entwickler (Kodak GmbH, Stuttgart), 1 Dose ad 151 (37°C) dH,O
Farbeldsung (Schagger und v. Jagow): 0,025 % Serva Blue G (w/v), 10 % Essigsdure (v/v)
in deO

Fixierlosung: 2,8 kg Thiosulfat, 280 g Natrium-Kalium-Disulfid, ad 14 1 dH,O

Fixierldsung (Immunfluoreszenz): 99,8 % Methanol p.a.; vorgekiihlt auf —20 °C
Fixierlosung (Kang): 30 % Ethanol (v/v), 2 % Phosphorsdure (w/v) in dH,O

Fixierlésung (Schégger und v. Jagow): 50 % Methanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v) in
dH,O

Gelpuffer (Schéagger und v. Jagow): 3 M Tris-HCI, pH 8,45; 0,3 % SDS (w/v) in dH,O
Homogenisierungspuffer: 300 mM Natriumchlorid, 20 mM Hepes, pH 7,6 in dH,O
HPLC-LGsung A: 0,1 % Trifluoressigsdure (w/v) in dH,O; sterilfiltriert 0,45 pm, entgast
HPLC-L6sung B: 100 % Acetonitril (w/v), 0,1 % Trifluoressigsdure (w/v) in dH,O;
sterilfiltriert 0,45 pm, entgast

HPLC-LG6sung C: 25 % Acetonitril (w/v), 0,1 % Trifluoressigsdure (w/v) in dHO;
sterilfiltriert 0,45 um, entgast
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HPLC-L6sung D: 75 % Acetonitril (w/v), 0,1 % Trifluoressigsdure (w/v) in dHO;
sterilfiltriert 0,45 pm, entgast

Inclusionbody-Waschpuffer 1: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,5
% Triton X-100 (v/v) in dH,0; vor Gebrauch 1 mM DTT hinzugeben
Inclusionbody-Waschpuffer I1: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM NaCl, 5 mM EDTA in
dH,O; vor Gebrauch 1 mM DTT hinzugeben

Inclusionbody-Puffer I: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM NaCl, 6 M Guanidin-HCI, 0,1
% Triton X-100 (v/v), 10 mM Imidazol in dH,O, vor Gebrauch 10 mM B-Mercaptoethanol
hinzugeben

Inclusionbody-Puffer I1: 50 mM NaH2PO4, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 6 M
Guanidin-HCI, 0,1 % TritonX-100 (v/v), 10 mM Imidazol in dH,O

Kathodenpuffer (Schégger und v. Jagow): 0,1 M Tris-HCI, pH 8,25; 0,1 M Tricin, 0,1 %
SDS (w/v) in dH,O

Kolloidale Coomassie-L dsung (Neuhoff):

Losung A: 20 g 85%ige Phosphorsédure, 100 g (NH4)>SO4, dH>O ad 980 ml

Losung B: 5 % Coomassie-Brilliant-Blau G250 (w/v) in dH,O

Losung C: 98 % Losung A (v/v), 2 % Losung B (v/v)

Farbelosung (Neuhoff): 80 % Losung C (v/v), 20 % Methanol (v/v)

Kontrastlésung (Kang): 10 % Ethanol (v/v), 2 % Phosphorsaure (w/v) in dH,O
MES-Puffer: 10 mM, pH 5,0 in dH,0O

Mowiol-Einbettmedium: 6 g Glycerin, 2,4 g Mowiol, 6 ml dH,O; fiir 2 h bei
Raumtemperatur schiitteln; 12 ml 0,2 M Tris-HCI, pH 8,5 hinzugeben, bei 53 °C iiber Nacht
schiitteln; Zentrifugation zur Entfernung unloslicher Partikel; Zusatz von 2 % DABCO;
aliquotieren und Lagerung bei —20 °C

Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS (w/v) in dH,O

LEW-Puffer (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid in
dH,O

LEW-Puffer | (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 5
mM Imidazol in dH,O; vor Gebrauch 30 mM B-Mercaptoethanol hinzugeben

LEW-Puffer 11 (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 10
mM Imidazol in dH,O; vor Gebrauch 30 mM [B-Mercaptoethanol hinzugeben

LEW-Puffer 111 (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,PO4, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 15
mM Imidazol in dH,O; vor Gebrauch 30 mM B-Mercaptoethanol hinzugeben

LEW-Puffer IV (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,PO,, pH 8,0; 300 mM Natriumchlorid, 20
mM Imidazol in dH,O; vor Gebrauch 30 mM B-Mercaptoethanol hinzugeben

LEW-Puffer V (Macherey-Nagel): 50 mM NaH,POy, pH 8,0; 600 mM Natriumchlorid, 40
mM Imidazol in dH,O; vor Gebrauch 30 mM [B-Mercaptoethanol hinzugeben

Phosphatpuffer (PBS): 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid, 1 g Na,HPO4 x 2 H,0,
0,15 g NaH,PO4 x H,0, 0,2 g KH,PO4 ad 1 1 H,O, pH 7,4 in dH,0O

Ponceau S: 0,5 % Ponceau S (w/v), 1 % Essigsdure (v/v) in dH,O

Renaturierungspuffer: 4 M Harnstoff, 50 mM Natriumchlorid, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5 in dH,0; vor Gebrauch 0,2 mM DTT hinzufiigen

Sammelgelpuffer (4 x): 0,5 M Tris-HCI, pH 6.,8; 0,4 % SDS (w/v) in dH,0O
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Sequenzier gellésung: 6 M Harnstoff, 100 ml 5 x TBE-Puffer, 60 ml Long Ranger Gel Mix
ad 500 ml dH,O

TAE-Puffer (40 x): 1,6 M Tris-HCI, pH 8,0; 1,33 M Natriumacetat, 0,04 M EDTA in dH,0O
TBE-Puffer (5 x): 0,445 M Tris-HCI, pH8,0; 0,445 M Borsaure; 0,01 M EDTA in dH,O
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5-8,0; 1 mM EDTA in dH,0O

Transfer puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 190 mM Glycin; 20 % Methanol (v/v) in dH,O
Trenngelpuffer (4 x): 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,4 % SDS (w/v) in dH,O
TST-Waschpuffer: 0,15 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,05 % Tween 20 (v/v) in dH,O
Waschpuffer (IBA): 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl, I mM EDTA in dH,O

2.3 Medien und Zusétze

2.3.1 Medien zur Anzucht von E. coli

LB-Medium: 1 % Natriumchlorid; 1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt in dH,O, pH 7,5
LB-Agar: LB-Medium mit 1,5 % Agar

NZY-Medium: 5 g Natriumchlorid; 2 g MgSO4 x 7 H,O; 5 g Hefeextrakt; 10 g NZ-Amin ad
11dH,0

TB-Medium: 12 g Trypton, 24 g Hefe-Extrakt, 4 ml Glycerol, dH,O ad 900 ml,
autoklavieren, bis auf < 60 °C abkiihlen lassen und 100 ml TB-Phosphatldsung hinzufiigen.
TB-Phosphatldsung: 0,17 M KH,POy4, 0,72 M K,;HPO4 in dH,O

Die Selektion von E. coli erfolgte durch Zugabe von Ampicillin auf eine Konzentration von
50 pg/ml. Alternativ wurde Carbenicillin in einer Konzentration von 60 pg/ml hinzugegeben.
Klone, die zusitzlich eine Chloramphenicolresistenz enthielten, standen auBerdem unter
einem Selektionsdruck von 35 pg/ml Chloramphenicol.

2.3.2 Medien zur Anzucht von C. elegans

SMedium: 1 1 S-Basal, 10 ml 1 M KCOs, 10 ml Trace Metals Solution, 3 ml 1 M
Calciumchlorid, 3 ml 1 M MgSOg4

S-Basal: 5,85 g Natriumchlorid, 1,1 g K;HPO4, 5,9 g KH,PO4, 5 mg Cholesterin (5 mg/ml in
Ethanol) ad 1 1 dH,O

,Trace Metals Solution: 1,9 g EDTA, 0,7 g FeSO4 x 7 H;0, 0,2 g MnCl, X 4 H,0, 0,2 g
ZnS0O4 x H,0, 0,025 g CuSO4 x 5 Hy0, ad 1 I dH,0; im Dunkeln lagern

NGM-Agar: 3 g Natriumchlorid, 2,5 g Trypton, 5 mg Cholesterin (5 mg/ml in Ethanol), 17 g
Agar ad 975 ml dH,0, autoklavieren und 1 ml 1 M Calciumchlorid, 1 ml 1 M MgSQy, 25 ml
1 M KH,POy,, pH 6,0 hinzugeben

2.3.3 Medien und L6sungen fur die Zellkultur

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) mit 1000 mg/l Glukose, L-Glutamin,
Pyruvat (Gibco BRL, Karlsruhe)

Hank s BSS mit Ca®" und Mg®" (PAA Laboratories GmbH, Célbe)

Fotales Kélberserum (FCS) (PAA Laboratories GmbH, Colbe)
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24 Vesuchstiere

Zur Herstellung eines Gesamtproteinextraktes wurde der frei lebende Nematode C. elegans
kultiviert. Die Versuchtiere des Wildtypstammes N2 stammten aus dem Institut fiir Genetik
der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf.

2.4.1 Kultivierungvon C. elegans

Die Nematoden wurden {iiber einen ldngeren Zeitraum auf NGM-Agarplatten bei
Raumtemperatur gehalten. Die Agarplatten wurden nach der Herstellung mit 10 Tropfen einer
E. coli OP50 Ubernachtkultur inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Der
Bakterienrasen diente als Nahrung fiir die Wiirmer. Bei den verwendeten E. coli OP50-Zellen
handelt es sich um einen Uracil auxotrophen Stamm, der in Abwesenheit von Uracil nur sehr
langsam wichst, so dass ein iibermiBiges Wachstum des Bakterienrasens verhindert wird
(Brenner et al., 1974). Die Animpfung der Agarplatten mit C. elegans erfolgte von einer
Stammplatte. Ein kleines Agarstiick wurde zu diesem Zweck mit einem sterilen Spatel
herausgeschnitten und mit der Oberseite nach unten auf die frische Agarplatte aufgebracht.
Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur.

Zur Kultivierung groferer Mengen des Nematoden wurden E. coli OP50-Zellen aus zwei
Litern einer statischen Kultur durch Zentrifugation bei 2700 g (Avanti™ J-25, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld) geerntet und in einem Liter S-Medium resuspendiert. Die Wiirmer
einer Agarplatte wurden mit S-Medium abgespiilt und damit die Fliissigkultur in einem 2 1-
Kolben angeimpft. Die Inkubation erfolgte fiir ca. 7 Tage bei Raumtemperatur und 160 rpm
auf einem Schiittler, bis die Wiirmer mit bloBem Auge in groer Anzahl in der Kultur sichtbar
waren.

2.4.2 Ernten von C. elegans-Flussigkulturen

Eine 1 Liter-Fliissigkultur des Nematoden C. elegans (Kapitel 2.4.1) wurde fiir 60 min auf Eis
inkubiert, damit die Wiirmer auf den Boden sinken konnten. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Wiirmer in 50 ml-Zentrifugenréhrchen (BDBiosciences, Heidelberg)
iberfiihrt. Nach einer Zentrifugation von 3 min bei 140 x g (Multifuge® 3L-R, Heraeus
Holding GmbH, Hanau) wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Wiirmer bei
140 x g fiir 3 min mit 0,1 M NaCl gewaschen. Im nichsten Schritt wurden die C. elegans
mittels Saccharose an die Oberfldche gebracht. Zu diesem Zweck wurden sie im Verhiltnis
1:1 in 0,1 M NaCl und 60%iger eiskalter Saccharoseldsung (w/v) resuspendiert und fiir 5 min
bei 140 x g zentrifugiert. Die an der Oberfliche schwimmenden Wiirmer wurden in ein
anderes Gefal3 {iberfiihrt und zweimal mit 0,1 M NaCl gewaschen. Mit Hilfe eines Zweifach-
Vakuum-Filtrationsgerits (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) und Glasfaser Rundfiltern
(GF 52, @ 25 mm; Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) wurde die restliche Fliissigkeit
entfernt und die Pellets bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.



2. Material und Methoden

32

2.5 Bakterien- und Zdlkulturstamme

251 E. coli-Stdamme

Tab. 2.1: Im Rahmen dieser Arbeit fur Klonierungen verwendete E. coli-Stdmme:

Stamm Genotyp Quelle Bezugsquelle
Hanahan,
. o 1983; Novagen,
E. coli BL21 F ompT hsdSg (rymg) gal dem Woodcock Darmstadt
et al., 1989
. Invitrogen
E. coli BL21 F ompT hsdSg (rgmp’) gal dem rnel31 (DE3) GmbH
™ ’
Star™ (DE3) Karlsruhe
; L Stratagen,
E. coli F ompT hsdSg (rgmpg) g;zl dem (DE3) pLysS Amster%:lam,
BLZI(DC3)pLySS (Cam ) Niederlande
F $80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 deoR Invitrogen
: - . Hanahan,
E. coli DH5a. recAl endAl hsdR17(r,’, m") phoA supE44 N 1983 GmbH,
thi-1 gyrA96 relAl Karlsruhe
F p80lacZMALS5 A(lacZYA- Ul69recAl 1
E. coli DH5a e ( - el , Jones et al., Invitrogen
endA41 hsdR17(r,’, my') phoA supE44 thi-1 GmbH,
TIR 2002 Karlsruh
gyrA96 relA1 phoA tonA arisruhe
F merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 Invitrogen
E. coli TOP10 lacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu) 7697 GmbH,
galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG Karlsruhe
F'{lacl%, Tn10(Tet")} mcrA A(mrr-hsdRMS- it
nvitrogen
BC) 080lacZAM15A lacX74 deoR recAl
E. coli TOPIOF" | "/P¢) 9800 acXTa deoR recAl GmbH,
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str") Karlsruhe
endAl nupG
RpsL (Str') thr leu endA thi-1lacY galK galT Stratagene,
E. coli SCS110 ara tonA tsx dam dcm supE44D (lac-proAB) Amsterdam,
[F'traD36 proAB lac"ZAM15] Niederlande
Stratagene
E thi-1 A(lac-proAB) A B-AsdSM)5 (1 ’
E. coli TG1 supE thi-1 Allac-proAB) A(mreB-hsdSM)S (r Amsterdam,
my) [F'tra36 proAB lacl'ZAM15] Niederlande
2.5.2 Zédlkulturstamme
Tab. 2.2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendeter Zellkultur-Stamm:
Stamm ATCC-Nummer | Organismus Gewebe Zelltyp
HEK-293 | CRL-1573 Homo sapiens, embryonal | Niere Epithelzelle
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2.6 Oligonukleotide und Plasmide
2.6.1 Synthetische Oligonukleotide

Alle PCR-Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersbach) synthetisiert.
Oligonukleotide fiir die Sequenzierung wurden am 5’-Ende mit IRDye™-800 modifiziert.
Zusitzlich wurden fiir die Sequenzierung IRDye™-800 modifizierte Standardoligonukleotide
verwendet (LI-COR Biosciences, Bad Homburg).

Tab. 2.3: Im Rahmen dieser Arbeit fur die PCR verwendete synthetischen Oligonukleotide.

Name Nukeotidsequenz Twm
pASK-for 5’-ATG GTA GGT CTC AGC GCC CCA GCT CAA TCA AAC AGT TCC ATT-3’ | 743 °C
pASK-rev 5-ATG GTA GGT CTC ATA TCA GAG AAA TGT AAG AAG CTG ATT ATC C-3’ | 69,4 °C
ASKddrev 5-ATG GTA GGT CTC AGG CCG AGA AAT GTA AGA AGC TGA TTA TCC-3" | 72,4°C

pET100-DAF21-for | 5-CACCTCCGAGAACGCCGAAACCTTCGC -3’ 71,0 °C
PET100-DAF21-rev_| 5-TTATTAGTCGACCTCCTCCATGCGGGA -3’ 66,5 °C

Tab. 2.4: Synthetische mit 5'-IRDyeTM 800 modifizierte Oligonuklectide fiir die Sequenzier ung.

Name Nukleotidsequenz
Ask_forw 5’-GAG TTA TTT TAC CAC TCC CT-3
Ask_rev 5°-CGC AGT AGC GGT AAA CG-3’
T7-Promotor 5 TAATACGACTCACTATAGGG-3’
2.6.2 Plasmide
Tab. 2.5 Verwendete Plasmide.
Name Selektionsmarker Beschreibung Bezugsquelle
R eukaryotischer Invitrogen
IS () Amp Expressionsvektor GmbH, Karlsruhe
R . . IBA GmbH,
pASK-IBA4 Amp E. coli-Expressionsvektor Géttingen
R . . IBA GmbH,
pASK-IBA44 Amp E. coli-Expressionsvektor Géttingen
R eukaryotischer Clontech, Palo Alto,
INESIES Neo Expressionsvektor CA, USA
R . . Invitrogen
pRSET B Amp E. coli-Expressionsvektor GmbH, Karlsruhe
pET100/D- R . . Invitrogen
TOPO Amp E. coli-Expressionsvektor GmbH, Karlsruhe

2.7 Praparation, Konstruktion und Analyse von Nukleinsuren
2.7.1 Isolation von Plasmid-DNA ausE. coli

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgte aus stationdren 5 ml bzw. 100 ml Kulturen von E.
coli-TOP10- oder E. coli-DH50-Zellen. Mit einer Einzelkolonie wurde LB-Medium unter
Zusatz des entsprechenden Antibiotikums inokuliert und iiber Nacht bei 37 °C und 280 rpm
schiittelnd inkubiert. Zur Plasmid-Isolation wurden das ,NucleoSpin Plasmid Kit” (Macherey-
Nagel, Diiren), das ,Plasmid Purification Midi Kit’ (Qiagen, Hilden), das ,Nucleobond Ax
PC100 Kit® (Macherey-Nagel, Diiren) bzw. das ,PureYield™ Plasmid Midiprep System’
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(Promega, Heidelberg) verwendet. Sie basieren auf der modifizierten alkalischen Lyse nach
Birnboim (1983). Die Plasmid-DNA-Isolationen erfolgte gemif3 den Angaben des jeweiligen
Herstellers.

2.7.2 Kryokonservierung von Bakterienstammen

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstimmen wurden ,Glycerinstocks’ in sterilen
Kryoréhrchen (Mikro-Schraubrohre, 1,5 ml, Sarstedt, Niimbrecht) angelegt. Dazu wurden
500 pl Bakteriensuspension mit 500 pl sterilem Glycerin 1 h auf dem Schiittler durchmischt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 2 h auf Eis. Die fertigen ,Glycerinstocks’ wurden
bei —80 °C tiefgefroren.

2.7.3 Enzymatische M odifikation von DNA

Die Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen wurde gemiB3 den
Herstellerangaben und im fiir das jeweilige Enzym empfohlenen Puffer durchgefiihrt. In der
Regel betrug die Inkubationszeit 3 h bei 37 °C.

Die Ligation von DNA-Molekiilen in 50 ng eines modifizierten Vektors erfolgte mit Hilfe der
T4 DNA Ligase (MBI Fermentas GmbH, St. Leon- Rot) und 1 x Ligationspuffer in einem
Gesamtvolumen von 10 pl tiber Nacht bei 16 °C. Jeweils 1 pl der Ligationsansétze wurde fiir
die Transformation in E. coli (Kapitel 2.7.10) eingesetzt.

2.7.4 Elektrophorese von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Methode von
Sambrook ef al. (1989) in einer horizontalen Flachbettkammer. Dafiir wurden 0,8-2%ige
Agarosegele verwendet, die mit 0,5 X TBE- oder 1 x TAE-Puffer und unter Zugabe von 0,5
pg/ml Ethidiumbromid gegossen wurden. Die DNA wurde mit 6 X Ladungspuffer versetzt
und bei 10 V/cm aufgetrennt. AnschlieBend wurden die durch Ethidiumbromid angeféirbten
DNA-Molekiile auf dem Transilluminator (UVT-20 S, Herolab GmbH, Heidelberg) mit
parallel aufgetrennten DNA-Léngenstandards verglichen. Fiir Fragmente < 1 kb wurde 1 pg
pUC-Mix Marker 8 (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot), fiir groBere Fragmente 1 pg A-
DNA (EcoRI, Hind Ill-restringiert) Marker 3 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.

2.7.5 Isolierung von DNA-Fragmenten und Plasmiden aus Agar osegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte entweder mittels Agarase
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) durch den
Verdau von ,low melting point’-Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf), die als Fenstergel in
gleichprozentiges TAE-Agarosegel gegossen wurde oder mittels des ,NucleoSpin Extract
Kits’ (Macherey-Nagel, Diiren). In beiden Féllen wurde das gewiinschte Fragment unter
langwelligem UV-Licht ausgeschnitten und gemif3 der Angaben der Hersteller isoliert. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde 1/10 des Probenvolumens anschlieBend in einem
Kontrollgel aufgetrennt und im Vergleich zum DNA-Langenstandard abgeschitzt.
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2.7.6 Konzentrationsabschétzung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte durch Messung der Absorption im
Bereich von 260 nm, 280 nm und 320 nm mit einem DU 640 Spektralphotometer (Beckman,
Miinchen). Die Konzentration und Reinheit wurde nach Sambrook et al. (1989) berechnet.
Fiir hochmolekulare DNA entspricht eine Absorption Ajs von 1 genau 50 pg DNA pro ml,
fiir RNA genau 40 ug RNA pro ml. Alternativ wurde eine Mengenabschitzung von DNA-
Fragmenten oder Plasmiden in einem TBE-Agarosegel durch den Vergleich mit 1 pg pUC-
Mix Marker 8 bzw. A-DNA (EcoRI, Hind Ill-restringiert) Marker 3 (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) durchgefiihrt.

2.7.7 Préazipitation von DNA

DNA wurde durch Zugabe von 1/10 3 M Natriumacetat und dem zweifachen Volumen
gekiihlten Isopropanols 1 h bei —20 °C prézipitiert. Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C
und 20.000 x g (Biofuge Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) erfolgte ein Waschschritt
mit 70%igem Ethanol.

2.7.8 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Samtliche PCR wurden in einem PTC-200 Gradientencycler oder PTC-150 MiniCycler der
Firma MJ Research (Biozym, Hess. Oldendorf) durchgefiihrt. Die PCR von DNA-Sequenzen
erfolgte mittels sequenzspezifischer Oligonukleotide (Tabelle 2.3). Fiir die PCR wurde in
einem Gesamtvolumen von 50 pl 35 bis 50 ng Plasmid-DNA als Templat eingesetzt. Zur
Amplifikation wurden folgende PCR Systeme bei jeweils 0,4 upuM der beiden
sequenzspezifischen Oligonukleotide gemill den Herstellerangaben verwendet: , Triple Master
PCR System’ (Eppendorf, Hamburg), ,Platinum Pfx DNA Polymerase’ (Invitrogen,
Karlsruhe) und ,High Fidelity PCR System’ (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim).
Der initialen Denaturierung fiir 2 min bei 94 °C, folgten 35 Zyklen bestehend aus 15 s
Denaturierung bei 94 °C, 30 s ,Annealing’ bei einer um 5-6 °C reduzierten
Schmelztemperatur (TM) der entsprechenden Oligonukleotide (Tabelle 2.3), und 90 s
Kettenverlangerung bei 72 °C. Eine terminale Elongation fiir 10 min bei 72 °C beendete die
Reaktion. 1/5 dieser Reaktion wurde zur Kontrolle in einem entsprechend prozentigen TBE-
Agarosegel aufgetrennt.

2.7.9 Klonierung von PCR-Fragmenten

Fir die Klonierung von PCR-Produkten wurden die Vektoren pASK-IBA4 bzw. pASK-
IBA44 (IBA GmbH, Géttingen) oder das ,Champion™ pET Directional TOPO® Expression
Kit’ (Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Sollten PCR-Fragmente kloniert werden, denen iiber die
Oligonukleotidsequenz beidseitig eine Restriktionsschnittstelle eingefligt worden war, wurden
diese zuerst liber ein Agarosegel aufgetrennt, die Bande ausgeschnitten und isoliert (Kapitel
2.7.5) oder mittels des ,NucleoSpin Extract Kits’ (Macherey-Nagel, Diiren) aufgereinigt.
AnschlieBend wurden sie mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease geschnitten
(Kapitel 2.7.3) und erneut aufgereinigt. Die modifizierten DNA-Fragmente wurden in den
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entsprechend restringierten Vektor ligiert und 1/10 des Ligationsansatzes in
chemokompetente E. coli-TOP10- oder DH5o-Zellen transformiert (Kapitel 2.7.10). Die
Klonierung der PCR-Fragmente in den pET100/D-TOPO-Vektor erfolgte nach
Herstellerangaben. Die Uberpriifung der Klonierung bzw. des richtigen und durchgiingigen
Leserasters erfolgte durch Sequenzanalyse.

2.7.10 Transformation von E. coli

Die Transformation von chemokompetenten E. coli-Zellen mit rekombinanten Plasmiden
wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach dem Ausplattieren der transformierten
Zellen auf Selektionsagar und Inkubation iiber Nacht bei 37 °C konnten Transformanden
isoliert und im Restriktionsverdau analysiert werden.

2.7.11 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von klonierter DNA erfolgte nicht-radioaktiv nach der
Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977) mit Hilfe des automatischen DNA-
Sequenzierers LI-COR 4000 der Firma MWG Biotech (Ebersbach). Sequenziert wurde mit
5’-IRD-800-gekoppelten Oligonukleotiden (MWG Biotech, Ebersberg) sowie mit 5’-IRD-
800-gekoppelten Standardoligonukleotiden (LI-COR Bioscience, Bad Homburg) (Tabelle
2.4).

Fiir die Sequenzreaktion wurden das ,Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit’
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) oder das ,CycloReader™ Auto DNA Sequenzing
Kit’” (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Pro Reaktion wurden dabei 1,5 pg
Plasmid-DNA und 2—4 pmol 5’-IRDye™-800-gekoppelter Oligonukleotide eingesetzt. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Fiir die Sequenzreaktion wurde ein PTC 100
Thermocycler (MJ Research, Biozym, Hess. Oldendorf) eingesetzt. Dabei folgten auf eine 2-
miniitige Denaturierung bei 94 °C 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung (94 °C fiir 30 s),
,Annealing’ (55 °C fiir 30 s) und Strangsynthese (72 °C fiir 1,5 min). Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 6 pl Formamid-Ladungspuffer abgestoppt. Unmittelbar vor dem Auftragen
der Sequenzreaktion auf das Sequenziergel wurden die Reaktionsansétze fiir 3 min bei 72 °C
denaturiert und sofort danach lichtgeschiitzt auf Eis gelagert. Die fluoreszenzmarkierten
Kettenabbruch-Fragmente wurden in 40 cm langen, 0,25 mm diinnen, 6%igen Gelen aus
modifiziertem Polyacrylamid (Long Ranger® Gel Solution; Cambrex Bio Sciences,
Rockland, USA) mit 8§ M Harnstoff in 1xTBE-Puffer bei 1.500 V und 50 °C aufgetrennt und
in Echtzeit liber eine Laser-Photomultiplier-Einheit detektiert. Die Auswertung der Sequenzen
erfolgte mit der Software ,Base ImagIR 4.0’ von LI-COR (MWG Biotech, Ebersbach). In
einigen Féllen wurden Proben zur Sequenzanalyse an die Firma SEQLAB (Gottingen)
geschickt.
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2.7.12 Computeranalyse von Sequenzdaten

Die durch Sequenzanalyse erhaltenen Daten wurden mit Hilfe des Programms ,BLAST 2

sequences’ (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tatusova und Madden, 1999) mit Sequenzen verglichen,

die unter Verwendung des Programms ,Clone Manager 7.01” am Computer geplant wurden.

2.8 Analysevon Proteinen

2.8.1 Antikorper, Liganden und Neuropeptide

Tab. 2.6: Fir diemmundetektion eingesetzte Antikoper und die eingesetzten Endkonzentrationen.

Konzentration

Konzentration

Primarantikorper | Stammldsung far den far die Firma
Western Blot | | mmunfluoreszenz
(Roche
Maus-anti-Hisg, Molecular
monoklonal6 100 H g/ml 0,05 H g/ml 4 H g/ml Biochemicals,
Mannheim)
Anti-Xpress™, (Invitrogen
konjugiert mit 250 pg/ml 0,05 pg/ml GmbH,
Peroxidase, monoklonal Karlsruhe)
Anti-Strep-Tactin, (IBA
konjugiert mit 1000 pg/ml 0,25 pg/ml Géttin ’en)
Peroxidase &
Stressgen
Maus-anti-Hsp90, Bioreagents,
monoklonaﬁ 1000 pg/ml I pg/ml Victorii BC,
Canada
Maus-anti-c-Myc 9E10- Bisoiggfoﬂﬁ;
SC-40, 200 pg/ml 4 pg/ml o
monoklonal Heidelberg)
Sekundar antikor per
Z1ege-apt1-.Maus.IgG, 0,08 bis (Dianova,
konjugiert mit 800 pg/ml 0.4 Hamb
Peroxidase 4 ng/ml amburg)
Ziege-anti-Maus IgG, (Upstate, Lake
konjugiert mit 1000 pg/ml 0,5 pg/ml Placid, NY,
Peroxidase USA)
Hase—apti—Maus .IgG, (Dianova,
konjugiert mit 800 pg/ml 0,4 pg/ml Hamburg)
Peroxidase
Esel—anti—.Kapinche.:n (Dianova,
IgG, konjugiert mit 800 pg/ml 0,4 pg/ml Hamburg)
Peroxydase
Alexa Flour 488, .
F(ab’), Fragment (Invitrogen
Kaninchen-anti-Maus 2000 pg/ml 20 pg/ml GmbH,
Karlsruhe)
IeG (H+L)
Ligand

o-Latrotoxin

40-160 pg/ml

(RBI, Natick;
Sigma,
Deisenhoven)
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Tab. 2.7 zeigt die fur Bindungsstudien eingesetzten Neuropeptide, das kodierende Gen aus C. elegans, die
Aminosauresequenz und ihr Molekulargewicht. Die Synthese der Peptide erfolgte durch die Firma ,JPT

Peptide Technologies GmBH’ (Berlin).

Neur opeptid Gen Sequenz M olek ular gewicht
PF1 flp-1 SDPNFLRFamid 993 g/mol
PF2 flp-1 SADPNFLRFamid 1064 g/mol
AF11 flp-1 SDIGISEPNFLRFamid 1492 g/mol
AF5 flp-4 SGKPTFIRFamid 1050 g/mol
AF8/PF3 flp-6 KSAYMRFamid 900 g/mol
AF1 flp-8 KNEFIRFamid 951 g/mol
AF19 flp-13 AEGLSSPLIRFamid 1187 g/mol
AF2 flp-14 KHEYLRFamid 990 g/mol
AF4 flp-18 GDVPGVLRFamid 951 g/mol
AF10 flp-18 GFGDEMSMPGVLRFamid 1540 g/mol
AF12 flp-18 FGDEMSMPGVLRFamid 1483 g/mol
AF19random SPGSLIRLFEAamid 1187 g/mol

2.8.2 Proteinextrakte aus C. elegans

5 g bei —80 °C gefrorener C. elegans-Wiirmer wurden in einem vorgekiihlten Morser unter
hiufiger Zugabe von fliissigem Stickstoff pulverisiert. Das Pulver wurde anschlieBend in ein
50 ml Reaktionsgefd3 iiberfithrt und in 5 Volumen Homogenisierungspuffer (einschlielich
Complete Mini Protease-Inhibitor-Cocktail, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
aufgenommen. Nach einer Ultraschallbehandlung zur Fragmentierung genomischer DNA
wurde der Proteinextrakt fiir 60 min bei 100.000 x g mit einem 70 Ti-Rotor in einer L7-65
Zentrifuge (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) zentrifugiert. Die opake obere Phase wurde
verworfen und der iibrige Uberstand erneut bei 100.000 X g fiir 30 min zentrifugiert. Die
Pellets wurden in jeweils 2 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert und bei —80 °C
eingefroren. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand durch ein
Filtrationsmaterial mit einer Porengrofle von 22-25 pm (Miracloth, Calbiochem, San Diego,
CA, USA) filtriert, in Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C
gelagert.

2.8.3 Proteinextrakte ausE. coli

2 ml einer stationiren E. coli-Ubernachtkultur wurden pelletiert, einmal mit dH,O gewaschen
und in 150-300 pl dH,O resuspendiert. Die entsprechende Menge 4xRotiLoad-Ladungspuffer
(Roth, Karlsruhe) wurde hinzugegeben und die Probe fiir 5 min in kochendem Wasser
denaturiert. AnschlieBend wurde die genomische DNA im Ansatz durch eine kurze
Ultraschall-Behandlung fragmentiert und jeweils 10-20 pl dieser Probe auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.8.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des ,BioRad Protein Assays’
(BioRad, Miinchen) nach Bradford (1976). Fiir die Messung wurde die Probe mit dH,O auf
ein Volumen von 800 pl aufgefiillt, mit 200 pl Bradfordreagenz in einer Einwegkiivette
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gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde bei einer
Wellenldnge von A = 595 nm in einem DU 64 Spektralphotometer (Beckman Coulter GmbH,
Krefeld) die Extinktion gemessen und durch Vergleich mit einer BSA-Eichgeraden die
Proteinkonzentration ermittelt. Des Weiteren erfolgte eine Konzentrationsbestimmung mit
Hilfe des ,CB-X™ Protein Assays’ (Geno Technology, Inc., St. Louis, MO, USA). Diese
Methode bietet den Vorteil, dass sie mit Detergenzien kompatibel ist. Fiir die
Proteinbestimmung wurden 5-100 pl der zu testenden Probe in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefd (Eppendorf, Hamburg) tberfiihrt, 1 ml auf —20 °C vorgekiihltes ,CB-X
Reagenz’ hinzugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 21.000 g (Biofuge
Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) zentrifugiert und anschlieBend, ohne das Pellet zu
zerstdren, der gesamte Uberstand abgenommen. Die Proteine wurden in 50 ul ,Solubilization
Buffer I’ und 50 pl ,Solubilization Buffer II’ aufgenommen, vollstindig resuspendiert,
anschlieBend mit 1 ml ,CB-X Assay Dye’ versetzt und fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Absorption wurde gegen dH,O bei einer Wellenldnge von A = 595 nm
bestimmt. Die entsprechende Proteinkonzentration konnte dann der vom Hersteller
beigelegten Tabelle entnommen werden.

Eine weitere Moglichkeit der Proteinbestimmung Detergenz-haltiger Losungen bestand in der
Verwendung des ,Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kits’ (Pierce, Bonn). Fiir die Messung
wurden 250 pl ,Micro BCA™ Reagent MA’ mit 240 ul ,Micro BCA™ Reagent MB’ und 10
ul ,Micro BCA™ Reagent MC’ vermischt, die Proteinprobe zugegeben und mit dH,O auf ein
Volumen von 1000 pl aufgefiillt. Nach einer Inkubation fiir 60 min bei 60 °C wurden die
Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt und anschlieBend bei einer Wellenldnge von A =
595nm in einem DU 64 Spektralphotometer (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) die
Extinktion gemessen. Durch den Vergleich mit einer BSA-Eichgeraden wurde die
Proteinkonzentration ermittelt.

2.8.5 Entsalzung, Umpufferung und Konzentrierung von Proteinen

Proben bis zu einem Volumen von 2,5 ml konnten durch eine Ausschlusschromatographie
unter Verwendung der ,PD-10 Desalting columns’ (Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg) entsalzt werden. Fiir Probenvolumina zwichen 20 pl und 500 pl wurden zur
Entsalzung ,Spin-Out™ GT-1200 Medi’-Sdulen (GenoTechnology, Inc., St. Louis, MO,
USA) verwendet. Sie sind geeignet fiir Proteine mit einem Molekulargewicht > 12.000 Da. Je
nach Probenvolumen und Molekulargewicht des zu entsalzenden oder umzupuffernden
Proteins wurden aullerdem verschiedene Ultrazentrifugalfilter verwendet: ,Centricon®
Centrifugal Filter Devices, YM-3 (3000 MWCO)’ (Millipore GmbH, Schwalbach), ,Vivaspin
15 R Concentrator, 5000 MWCO HY’ (Sartorius AG, Géttingen), ,Vivaspin 15 R
Concentrator 10000 MWCO HY’ (Sartorius AG, Goéttingen), ,Centrex® UF-2 Centrifugal
Ultrafilters, 10 K MWCO unit’ (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel), ,Vivaspin
Concentrator, 100000 MWCO PES’ (Sartorius AG, Géttingen), ,Amicon® Ultra Centrifugal
Filter Devices, 100000 MWCO’ (Millipore GmbH, Schwalbach). Des Weiteren wurden
,Slide-A-Lyzer™ 10 K Dialysis Cassettes’ (Pierce, Bonn) zur Dialyse von Proben eines
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Volumens von 0,5 bis 3 ml verwendet. Zur Konzentrierung von Proteinproben wurde das
,Column PROTEIN Concentrate™ Kit’ (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA)
verwendet. Es handelt sich hierbei um Sidulen, die alle Proteine in Puffern mit niedriger
Salzkonzentration mit einem pH-Wert zwischen 2 und 12 binden. Die Anwendung erfolgte
jeweils nach Angaben der Hersteller.

2.8.6 Prazipitation von Proteinen

Je nach Verwendung der Proteinproben kamen verschiedene Prizipitationsmethoden zur
Anwendung. Eine Prézipitation mit Methanol und Chloroform erfolgte zur Entfernung von
Salzen und Detergenzien. Hierzu wurden der Probe vier Volumen Methanol und ein Volumen
Chloroform zugesetzt und intensiv gemischt. Als nichstes wurden drei Probenvolumen dH,O
hinzugegeben, gevortext und bei 14.000 x g eine Minute zentrifugiert (Biofuge Primo R,
Heraeus Holding GmbH, Hanau). Die obere, wiéssrige Schicht wurde entfernt, wéhrend die
Proteine sich in der Interphase befanden. Erneut wurden drei Ausgangsvolumen Methanol
zugesetzt und gut gemischt. Nach einer Zentrifugation von zwei Minuten bei 14.000 X g
(Biofuge Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) wurde der gesamte Uberstand verworfen
und das Pellet getrocknet. Fiir eine Prazipitation mit Aceton wurde einem Probenvolumen vier
Volumen eiskaltes Aceton hinzugefiigt und fiir 10 min bei —80 °C oder fiir mindestens 90 min
bei —20 °C inkubiert. Daraufhin wurde die Probe fiir 15 min bei 4 °C und 15.000 X g (Biofuge
Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und das Pellet getrocknet. Eine weitere Methode bestand in der Verwendung
von Trichloressigsdure. Die zu féllenden Proben wurden mit Hilfe einer TCA-Stammlosung
auf eine Konzentration von 6 % eingestellt und fiir 60 min bei 4 °C inkubiert. Danach folgte
eine Zentrifugation bei 15.000 X g und 4 °C (Biofuge Primo R, Heraeus Holding GmbH,
Hanau) fiir 45 min; der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 100 ul dH,O
resuspendiert und mit vier Volumen Aceton erneut fiir 10 min bei —80 °C oder fiir mindestens
90 min bei —20 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation fiir 15 min bei 4 °C und 15.000 x g
(Biofuge Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) wurde der Uberstand entfernt und das
Pellet getrocknet. Zur Erhaltung der nativen Struktur der Proteine bei der Féallung wurde das
,OrgoSol PROTEIN Concentrate™ Kit” (GenoTechnology, Inc., St. Louis, MO, USA) nach
Herstellerangaben verwendet.

2.8.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte in
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen nach der Methode von Lammli (1970). Die Proben
wurden in 1 X RotiLoad-Ladungspuffer (Roth, Karlsruhe) aufgenommen und fiir 5 min bei
100 °C im Wasserbad denaturiert. Die Prozentigkeit der verwendeten PAA-Gele wurde je
nach GroBe der aufzutrennenden Proteine variiert (Tabelle 2.8 und 2.9). Als GréBenstandards
wurden ,Roti®Mark 10-150" (Roth, Karlsruhe), ,PageRulerTM Prestained Protein Ladder’
(Fermentas, St. Leon-Roth) oder ,Prestained Protein Molecular Weight Marker’ (MBI
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Die Gele wurden entweder in einer ,Mini-
PROTEAN II Electrophoresis Cell’- (8 x 10 x 0,1 cm; BioRad, Miinchen) oder in einer ,2001
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Vertical Electrophoresis Unit’-Gelkammer (16 X 18 X 0,15 cm; LKB Produkter AK, Bromma,
Schweden) gegossen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte fiir 1-3 h in einer vertikalen
Flachgelapparatur in Laufpuffer. Zum besseren Einlaufen der Proben in das Sammelgel wurde
zunichst eine Spannung von 8 V/cm angelegt und diese anschlielend auf 15 V/cm erhoht.

Fiir die Auftrennung von Proteinen iiber einen grolen Molekulargewichtsbereich, wurden
Gradientengele verwendet, die deutlich schérfere Banden ergeben. Diese Gradientengele
wurden mit Hilfe einer Gradientenmischapparatur hergestellt. Dafiir wurde der
Gradientenmischer auf einem Magnetriihrer oberhalb des Gief3standes platziert, so dass die
Acrylamidlosung ohne Probleme in die darunterliegende Gelapparatur flieBen konnte. Die
verschiedenen Gellosungen wurden vorab vorbereitet (Tabelle 2.10 und 2.11). Zunéchst
wurde das hintere Reservoir mit der Acrylamidmischung mit niedrigerer Konzentration
befiillt, dann der Kanal zwischen beiden Kammern durch das Offnen des Verbindungshahns
geflutet und anschlieBend die schwerere Acrylamidlosung hoéherer Konzentration in die
vordere Kammer gegeben. Diese schwere Losung, welche mit einer Spatelspitze Brilliantblau
gefdrbt war, wurde mit Hilfe eines Riihrfisches konstant gemischt. Bevor Verbindungskanal
und Auslass endgiiltig geéffnet wurden, wurden beide Losungen mit APS versetzt.

Gemische aus Proteinen mit sehr kleinem Molekulargewicht wurden mit Hilfe des Tricin-
Gelsystems nach Schiagger und von Jagow (1987) aufgetrennt (Tabelle 2.12). Dieses ist dem
klassischen Glycin-System besonders in einem Bereich von 5 bis 20 kDa stark iiberlegen. Das
zusétzliche ,Spacergel’ zwischen Trenn- und Sammelgel bewirkt, dass die Proteine vor
Einlauf in das Sammelgel zu einem Stapel sehr diinner Proteinbanden konzentriert werden.
Fir die Elektrophorese wurden die entsprechenden Laufpuffer (Kathodenpuffer und
Anodenpuffer) eingesetzt. Die Gele wurden nach der von Schédgger und von Jagow (1987)
empfohlenen Methode geférbt (Kapitel 2.8.8).

Tab. 2.8: Zusammensetzung der Gellésung fiir zwel 8 x 10x 0,1 cm grol3e Gele

Trenngel 15% | 125% | 10% 75% |Sammelge 5%
Acrylamid-Stock 50ml | 42ml | 33ml | 2,5ml |Acrylamid-Stock 0,75 ml
dH,0 25ml | 33ml | 42ml | 5,0ml |dH,O 3ml
4xTrenngelpuffer | 2,5ml | 25ml | 25ml | 2,5ml |4xSammelgelpuffer | 1,25 ml
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul | TEMED 10 pl
APS 100 ul | 100 ul | 100 ul | 100 pl | APS 20 ul
Tab. 2.9: Zusammensetzung der Gellésung flir ein 16 x 18 x 0,15 cm grof3es Gel

Trenngel 15% | 125% | 10% 7,5% |Sammelge 5%
Acrylamid-Stock 150ml | 12,6 ml | 99 ml | 7,5 ml |Acrylamid-Stock 2,25 ml
dH,O 75ml | 99ml | 12,6 ml | 15ml |dH,O 9 ml
4xTrenngelpuffer | 7,5ml | 75ml | 7.5ml | 7,5ml [4xSammelgelpuffer | 3,75 ml
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul | TEMED 30 pl

APS 300 ul | 300 ul | 300 ul | 300 pl [APS 60 ul
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Tab. 2.10: Zusammensetzung der leichten Acrylamidldsung fur ein Gradientengel von 16 x 18 x 0,15 cm.

Stammlésungen 5 % 6 % 7% 8 % 9% 10 %
Acrylamid-Bis 30% T) | 2,5ml 3ml 3,5ml 4 ml 4,5 ml S ml
4xTrenngelpuffer 375ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75 ml
dH,0O 8,7 ml 8,2 ml 7,7 ml 7,2 ml 6,7 ml 6,2 ml
APS (10 %) 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul 15 pl 15 pl
Tab. 2.11: Zusammensetzung der schweren Acrylamidlésung fiir ein Gradientengel von 16 x 18 x 0,15 cm.
StammlGsungen 10 % 12 % 14 % 16 % 18 % 20 %
Acrylamid-Bis (30 % T) 5ml 6 ml 7 ml 8 ml 9 ml 10 ml
4x Trenngelpuffer 375ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75ml | 3,75 ml
dH,O 5 ml 4 ml 3 ml 2 ml 1 ml 0 ml
Saccharose (50 %) 225ml | 225ml | 225ml | 225ml | 2,25ml | 2,25 ml
APS (10 %) 150 pl 150 pl 150 pl 150 pul 150 pul 150 pul
TEMED 15 ul 15 ul 15 ul 15 pul 15 pl 15l

Tab. 2.12: Zusammensetzung der Acrylamidlésung fur ein 16 x 18 x 0,15 cm grof3es Gel nach Schagger
und von Jagow (1987):

Trenngel 16,5% |, Spacerge’ 96% |Sammelgel 3,84 %
Acrylamid-Stock | 13,75 ml | Acrylamid-Stock | 3,2 ml | Acrylamid-Stock 1,3 ml
dH,0 0,5ml |dH,O 3,5ml |dH,O 6,2 ml
Gelpuffer 8,3 ml |Gelpuffer 3,3ml |Gelpuffer 2,5 ml
Glycerin 2,5 ml

TEMED 30ul  |TEMED 20 ul | TEMED 20 pul
APS 300 ul  |APS 100 ul  |APS 100 pl

2.8.8 Farbung von Polyacrylamidgelen

Je nach gewiinschter Sensitivitidt der PAA-Gelfarbungen wurden unterschiedliche Methoden
eingesetzt. Folgende Farbelosungen und Kits wurden nach Herstellerangaben angewendet:
,PlusOne™ Silver Staining Kit’ (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg;
Detektionsgrenze: 0,2-0,6 ng), ,FOCUS FastSilver’ (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO,
USA; Detektionsgrenze: <1 ng), ,LabSafe GEL Blue™’ (GenoTechnology, Inc., St.Louis,
MO, USA; Detektionsgrenze: 4 ng), ,PageBlue™ Protein Staining Solution’ (MBI Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot; Detektionsgrenze: 5 ng), und ,GelCode® Blue Stain Reagent’ (Pierce,
Bonn; Detektionsgrenze: 8 ng). Des Weiteren wurde die klassische Coomassie-Fiarbung mit
Coomassie Brilliantblau R-250 eingesetzt (Detekrionsgrenze: 0,3—1 pg). Die Gele wurden fiir
mindestens 2 Stunden in der Coomassie Brilliantblau-Farbel6sung inkubiert und anschlieBend
in der Coomassie Brilliantblau-Entfarbelosung entfirbt, bis die Hintergrundfirbung
vollstindig entfernt war. Coomassie Brilliantblau G-250 ist eine, im Vergleich zu R-250,
methylsubstituierte Form und besitzt deshalb eine reduzierte Loslichkeit. Der Farbstoff kann
daher unter sauren Bedingungen hauptséichlich als kolloidale Dispersion auf das Gel
aufgebracht werden. Der geloste Anteil fiihrt zur Anfirbung der Proteine, wéhrend die
Hauptmasse des kolloidalen Farbstoffes nicht in das Gel eindringen kann. Dies fiihrt zu einer
beinahe hintergrundfreien Férbung der Proteine, wodurch ein extensives Auswaschen von
iberschiissigem Farbstoff {iberfliissig ist (Neuhoff er al, 1988; Detektionsgrenze: 10 ng).
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Zum Firben der Proteine nach beschriebener Methode wurden die Gele zunéchst fiir 1 h mit
12%iger TCA fixiert, anschlieBend fiir mindestens 8 h in der kolloidalen Coomassie-Losung
inkubiert und schlieBlich mit 25 % Methanol gespiilt. Die Gele wurden zur Fixierung und
Stabilisierung in 20 % (NH4),SO4 aufbewahrt. Fiir die kolloidale Coomassie Brilliantblau-
Féarbung nach Kang et al. (2002; Detektionsgrenze: 1 ng) wurde das Gel fiir 30 min in
Fixierlosung (Kang) fixiert, fiir mindestens 2 h in Coomassie Brilliant Blau-Féarbelosung
(Kang) gefarbt und zur Erhohung der Kontraste in Kontrastlosung gewaschen. Gele des
Gelsystems nach Schéigger und von Jagow (1987) wurden mit der empfohlenen Farbemethode
gefarbt. Nach einer 60 miniitigen Inkubation in Fixierlosung (Schigger und von Jagow)
wurden die Gele fiir 1 bis 2 Stunden in Farbelosung (Schigger und von Jagow) inkubiert und
fiir mindestens 2 Stunden oder iiber Nacht der Hintergrund mit Entfarbeldsung (Schiagger und
von Jagow) entfarbt.

2.8.9 Renaturierungvon Proteinen

Die Renaturierung der Proteine nach Lee et al. (1982) erfolgte nach Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran. Ein harnstoffhaltiger Renaturierungspuffer bewirkt durch Aufhebung
hydrophober Wechselwirkungen eine partielle Entfernung des SDS (Eckert und Kartenbeck,
1997). Die Membran wurde hierzu nach Beendigung des Proteintransfers fiir 30 min bei
Raumtemperatur in Renaturierungspuffer inkubiert, 10 min mit TST-Waschpuffer gewaschen,
bevor mit der Immundetektion fortgefahren wurde (Kapitel 2.8.14).

2.8.10 Isoelektrische Fokussierung

Fiir die Isoelektrische Fokussierung wurde C. elegans-Proteinextrakt (200 pg, 300 pg, 400 pg
oder 1200 pg) mit Trichloressigsdure prazipitiert (Kapitel 2.8.6) und die zu analysierenden
Proben an die Firma IBA (Goéttingen) geschickt. Dort wurden die Proben in einen 8§ M
Harnstoff enthaltenden Puffer aufgenommen und gegebenenfalls mit Hilfe eines ,Vortex’
bzw. mit Ultraschall resuspendiert und zentrifugiert. AnschlieBend wurden die so
aufgearbeiteten Proteine auf 13 cm lange IEF-Streifen bei 140000 Vh in einem pH-Bereich
von ca. pH 3-9 bzw. 10 fokussiert und eingefroren. Vor der Auftrennung iiber SDS-PAGE
wurde der jeweilige Streifen 10 min lang in Aquilibrierungspuffer mit 1 % DTT (w/v)
inkubiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 5 bis 12%igen Gradientengelen.

2.8.11 Massenspektroskopische Analyse von Proteinen

Gewiinschte Protein-,Spots’ bzw. -banden wurden vorsichtig mit einem Skalpell aus dem
PAA-Gel ausgeschnitten, dreimal je 5 min mit dH,O gewaschen und getrocknet (SpeedVac®
SPD111V, Refrigerated Vapor Trap RUT400, Vakuumpumpe VLP80 ValuPump, Savant
Instruments Inc., Farmingdale, NY, USA). Proben aus Gelen, die mit dem ,FOCUS FastSilver
Kit’ (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA) gefédrbt waren, wurden nach Anleitung des
Herstellers fiir die Massenspektroskopie vorbereitet und getrocknet (SpeedVac® SPDI111V,
Refrigerated Vapor Trap RUT400, Vakuumpumpe VLP80 ValuPump, Savant Instruments
Inc., Farmingdale, NY, USA). Danach wurden die Proben zur massenspektroskopischen
Analyse an das Analytische Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums
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(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit oder an die Firma IBA (Goéttingen) weitergegeben.
Dort wurden die Proteine aus der Gelmatrix isoliert und enzymatisch mit selektiv spaltenden
Proteasen (hier Trypsin) fiir 7-16 h bei 37 °C verdaut. Die Molekiilmassen der Spaltfragmente
wurden in einem ESI-QqTOF Massenspektrometer bestimmt und mit entsprechenden
Datenbanken verglichen.

2.8.12 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der ,Semi-Dry’-Methode (Kyhse-
Anderson, 1984) auf eine ,Protran BA 85 Nitrozellulosemembran’ (Schleicher und Schuell,
Dassel) transferiert. Dabei wurde ein kontinuierliches Puffer-System (Lihme et al., 1986)
verwendet, bei dem nur die in Transferpuffer getrankten Lagen Filterpapier (Whatman Ltd.,
Maidstone, England) zwischen zwei Graphitplatten (Biometra Fast Blot, Géttingen) als
Pufferreservoir dienen. Zwischen diesen Graphitplatten wurde ein homogenes elektrisches
Feld erzeugt, worin die Proteine bei einer Stromstirke von 1 mA/cm? fiir 1 h aus dem SDS-
Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran iibertragen wurden.

2.8.13 Farbung von Nitrozellulosemembranen

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Nitrozellulosemembran nach dem Western Blot
reversibel mit Ponceau S angefirbt und mit dH,O wieder entfirbt. Die
Nitrozellulosemembranen der 2D-Experimente wurden nach der Immundetektion mit
schwarzer Tusche (Fount India, Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH, Hannover) angefarbt. Zu
diesem Zweck wurden 20 ml Tusche mit 20 ml PBS7/0,05 % Tween 20 vermischt und die
Losung filtriert. Die Membran wurde dreimal fiir jeweils 10 min in PBS7/0,05 % Tween 20
geschwenkt, bevor sie fiir mindestens 3 h oder iiber Nacht mit der Farbelosung inkubiert
wurde. Die Entfarbung des Hintergrunds erfolgte durch mehrfache Waschschritte in PBS
/0,05 % Tween 20.

2.8.14 Immundetektion

Die Nitrozellulosemembran wurde fiir 1 h mit 1xRotiBlock-Losung (Roth, Karlsruhe)
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. AnschlieBend wurde diese
Blockierungslosung gegen den in 1xRotiBlock-Lésung (Roth, Karlsruhe) verdiinnten
Primérantikdrper (Tabelle 2.6) ausgetauscht. Nach einstiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Membran dreimal fiir insgesamt 30 min mit TST-Waschpuffer
gewaschen, um den nicht gebundenen Uberschuss an Primirantikorper zu entfernen. Dann
wurde der in 1 X RotiBlock-Losung (Roth, Karlsruhe) verdiinnte Sekundéirantikdrper (Tabelle
2.6) fiir 1 h bei Raumtemperatur hinzugegeben. Erneut wurde dreimal fiir insgesamt 30 min
mit TST-Waschpuffer gewaschen. Als Sekundirantikoper dienten Meerrettich-Peroxidase-
gekoppelte Antikorper. Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgte nun durch die
Erzeugung von Chemilumineszenz mit Hilfe des ,ECL Western Blotting Detektionssystems’
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg), des ,ECL Advance Western Blotting
Detection Kit” (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg), des ,Visualizer™ Western
Blot Detection Kit, mouse’ (Upstate, Charlottesville, VI, USA) oder des ,ECL Western
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Blotting Substrate’ (Pierce, Bonn) in Anlehnung an Roswell und White (1978). Die
Anwendung erfolgte nach Angaben der Hersteller. AnschlieBend wurden die Membranen
luftblasenfrei zwischen zwei Overheadfolien und in eine Filmkassette gelegt. Die Exposition
erfolgte auf ,ECL Hyperfilm’ (Amersham Pharmacia, Freiburg) fiir 30 s bis tiber Nacht bei
Raumtemperatur. Zum Entwickeln wurde der Film fiir 1 bis 5 min in Entwicklerldsung
iiberfiihrt. Nach einem kurzen Wisserungsschritt in einem VE-Wasserbad wurde der Film in
Fixierlosung so lange fixiert, bis ein klarer Hintergrund zu erkennen war. Abschlieend folgte
ein weiterer griindlicher Wiasserungsschritt, bevor der Film zum Trocknen aufgehangt wurde.

2.8.15 Bindungsexperimente an Nitrozellulosemembranen

Fiir die Detektion HC110-R-bindender Proteine aus C. elegans-Proteinextrakten wurde die
Nitrozellulosemembran nach dem Proteintransfer zunéchst fiir 30 min in Renaturierungspuffer
inkubiert und anschlieBend 60 min in 1 x RotiBlock-Losung (Roth, Karlsruhe) geschiittelt.
Darauthin folgte unter Schiitteln ein zweistiindiger Inkubationsschritt mit dem in TST-Puffer
verdiinnten Liganden (das Fusionsprotein des Klons pASK44-HCA22-535 bzw. des Klons
pRSET-HCAL1-445; Konzentration mehrere pg/ 20 ml). Der Ligandenlosung war entweder 1
mM des Proteaseinhibitors PMSF oder nach Herstellerangaben ,Pefabloc SC Plus’ (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) hinzugesetzt. Nach dreimaligem Waschen der Membran
fiir insgesamt 30 min mit TST-Waschpuffer, erfolgte die Immundetektion gegen die ,Tags’
der Fusionsproteine. Die Immundetektion wurde, wie in Kapitel 2.8.14 beschrieben,
durchgefiihrt.

Alternativ wurden Bindungsexperimente zur Uberpriifung der Bindung des Fusionsprotein
des Klons pET-DAFA1-702 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445
durchgefiihrt. Der Gesamtproteinextrakt einer E. coli-Expressionskultur des 54 kDa grof3en
Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445 wurde auf einem PAA-Gel aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Mit dieser wurde verfahren, wie im vorhergehenden
Abschnitt beschrieben. Es erfolgte jedoch keine Renaturierung der Proteine auf der Membran.
Inkubiert wurde die Membran mit dem in TST-Puffer verdiinnten Fusionsprotein des Klons
pET-DAFA1-702. Die Immundetektion zum Nachweis einer Bindung erfolgte mit einem
Maus-anti-Hsp90-Antikorper (Tabelle 2.6) nach dem in Kapitel 2.8.14 beschriebenen
Protokoll.

2.8.16 Kopplung von Proteinen an M agnetpartikel

Fiir Bindungsexperimente wurden das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 bzw. des
Klons pASK44-HCA22-535 kovalent an ,Dynabeads® M-270 Carboxylic Acid’ (Dynal
Biotech GmbH, Hamburg) gebunden. Eingesetzt wurden mindestens 1 x 10" Magnetpartikel
pro 3 ng des Liganden. Aufgrund der ungiinstigen Eigenschaften der Magnetpartikel nach der
Aktivierung wurden nur silikonisierte (Silicone solution Serva, in isopropanol; Serva,
Heidelberg) Reaktionsgefifle verwendet. Die Magnetpartikel wurden nach der Entnahme in
einem ersten Schritt zweimal flir 5 min mit 10 mM NaOH gewaschen. Darauf folgten drei
Waschschritte mit dH,O, bevor zur Aktivierung der Oberflache mindestens 100 pl bis 200 pl
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EDC (75 mg/ml) pro 2 x 10* Magnetpartikel zugegeben wurden. Die Inkubation erfolgte fiir
30 min rotierend bei Raumtemperatur. Die aktivierten Partikel wurden dann moglichst schnell
zweimal mit dH,O gewaschen, damit es nicht zu einer Hydrolyse der funktionellen Gruppen
kommen konnte. Zur Immobilisierung wurde als néchstes der in 10 mM MES-Puffer (pH 5,0)
verdiinnte Ligand hinzugegeben und fiir zwei Stunden bei 4 °C rotierend inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde eine Probe einer entsprechenden Menge Magnetpartikel in 10 mM
MES-Puffer (pH 5,0) ohne Protein inkubiert. Zur Uberpriifung des Kopplungserfolgs wurde
die Proteinkonzentration des Uberstands nach der Reaktion bestimmt (Kapitel 2.8.4). Eine
Deaktivierung der Oberfliche erfolgte fiir 15 min mit 50 mM Tris (pH 7.,4) bei
Raumtemperatur, gefolgt von einem viermaligen Waschen mit PBS7/0,1 % BSA.

Alternativ erfolgte eine Kopplung iiber das 6xHis-,Tag’ des Fusionsproteins des Klons
pASK44-HCA22-535 an His-Select™ Magnetic Agarose Beads’ (Sigma, Deisenhofen).
Eingesetzt wurden 10 pl Magnetpartikelsuspension zur Bindung von 75 pg Protein. Vor
Zugabe des Liganden wurden die Magnetpartikel zweimal mit LEW-Puffer gewaschen. Dann
wurde der Ligand hinzugegeben und fiir zwei Stunden bei 4 °C rotierend inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde ein entsprechendes Aliquot Partikel nur mit Puffer inkubiert. Nach
der Bindereaktion erfolgte eine Erfolgskontrolle durch Bestimmung der Proteinkonzentration
des Uberstandes (Kapitel 2.8.4). In einem letzten Schritt wurden die Partikel erneut fiinfmal
mit LEW-Puffer gewaschen.

2.8.17 Bindungsexperimente an Magnetpartikeln

Fiir die Bindungsexperimente an Magnetpartikeln wurde, wie in Kapitel 2.8.16 beschrieben,
das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 bzw. des Klons pASK44-HCA22-535 an
Magnetpartikel gebunden und diese fiir Bindungsassays eingesetzt. Die Partikel wurden zur
Suche potentieller Bindungspartner des Rezeptors HC110-R mit 3,5 bis 12,4 mg C. elegans-
Proteinextrakt (Kapitel 2.8.2) iiber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Proben achtmal mit Homogenisierungspuffer gewaschen und gebundene Proteine
zweimal mit Elutionslésung Pull-Down Assay III bzw. einmal mit Elutionspuffer Pull-Down
Assay I und zweimal mit Elutionspuffer Pull-Down Assay II fiir 10 min bei 4 °C eluiert. Die
Eluatfraktionen wurden vereinigt, mit Trichloressigsdure prézipitiert (Kapitel 2.8.6) oder mit
Hilfe einer ,Spin-Out™ GT-1200 Medi’-Sédule (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA;
Kapitel 2.8.5) entsalzt und getrocknet (SpeedVac® SPDI111V, Refrigerated Vapor Trap
RUT400, Vakuumpumpe VLP80 ValuPump, Savant Instruments Inc., Farmingdale, NY,
USA). Die Auftrennung erfolgte in Polyacrylamid-Gradientengelen oder auf PAA-Gelen nach
Schigger und von Jagow (1987; Kapitel 2.8.7).

Alternativ wurde C. elegans-Proteinextrakt mittels eines Vivaspin 15 R Concentrators, 10000
MWCO HY (Sartorius AG, Goéttingen) fraktioniert und die Proteinfraktion >10 kDa fiir
Bindungsexperimente mit Magnetpartikeln eingesetzt. Ein Aliquot mit dem Fusionsprotein
des Klons pRSET-HCA1-445 gekoppelter Magnetpartikel wurde mit 40 pg bis 160 pg des
Proteinextraktes sukzessive rotierend bei 4 °C inkubiert. Es folgte fiinfmaliges Waschen mit
PBS" und eine Elution mit 100 pl dH,O fiir 10 min bei 75 °C. Das Eluat wurde zur
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massenspektroskopischen Analyse an das Analytischen Zentrallabor des Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit weitergegeben.

Fiir die Uberpriifung der Bindung des Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702 an den
Aminoterminus des Rezeptors HC110-R wurde einer der Bindungspartner chemisch an
Magnetpartikel gebunden (Kapitel 2.8.16) und der zweite Bindungspartner im mindestens
dquimolaren Verhdltnis hinzugegeben. Eine Inkubation erfolgte bei 4 °C rotierend iiber
Nacht. Am nichsten Tag wurden die Proben zehnmal mit PBS™ gewaschen, 1 X RotiLoad
(Roth, Karlsruhe) hinzugefiigt, die Proteine fir 5 min bei 100 °C denaturiert und in
Polyacrylamid-Gradientengelen aufgetrennt (Kapitel 2.8.7).

2.8.18 ,Reversed Phase'-HPLC

Die Reinheit der in E. coli exprimierten und chromatographisch aufgereinigten
Fusionsproteine (Kapitel 2.9.5, 2.9.6) wurde mittels einer ,Reversed Phase’-HPLC tiberpriift.
Verwendet wurde das ,Beckman System Gold’ (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) mit dem
Pumpenmodul ,Beckman System Gold 125 mit Rheodyne-Probenventil 77251 und 20 pl
Probenschleife. Die Detektion erfolgte mit dem UV-Detektor ,Beckman System Gold 166°.
Gesteuert wurde das System mit der Computersoftware ,Beckman Gold V712’ (1993). Zum
Schutz der Hauptsdule wurde dieser eine weitere Sdule vorgeschaltet (Supelco Discovery BIO
WidePore C5, Guard Column, 2 cm X 4 mm, 3 um, Supelco Belleforte, PA, USA); die
Auftrennung der Probenproteine erfolgte mittels einer zweiten Sdule (Supelco Discovery BIO
WidePore C5, 15 cm X 4,6 mm, 5 pm, Supelco Belleforte, PA, USA). Detektiert wurde die
Absorption der Aromaten bei einer Wellenldnge von 280 nm. Die Flussrate betrug immer 1
ml pro min, zum Einsatz kamen jedoch verschiedene Elutionsprogramme (Tabelle 2.13).

Tab. 2.13: Elutionsprogramme der HPL C-Analyse

Programm L dsungen Elutionsgradient L aufzeit
1 HPLC-Losung A, HPLC-Losung B 0 % B bis 100 % B 60 min
2 HPLC-Losung C, HPLC-Losung D | 35 % D bis 100 % D 30 min
3 HPLC-Losung A, HPLC-Lésung D | 0% D bis 100 % D 30 min

2.9 Heterologe Expression rekombinanter Proteinein E. coli

29.1 Expresson der Fusionsproteine der Klone pASK4-HCA22-535 und pASK44-
HCA22-535

Die Vektoren pASK-IBA4 und pASK-IBA44 (IBA, Goéttingen) wurden filir die Expression
eines den gesamten Aminoterminus des Rezeptors umfassenden Fusionsproteins (AS 22-535)
verwendet. Die Amplifikation der Fragmente erfolgte mit Hilfe der Oligonukleotide pASK-
for und pASK-rev bzw. pASK-for und pASK44rev (Kapitel 2.7.8). Die PCR-Produkte
wurden mit dem Restriktionsenzym Bsa I restringiert und gerichtet in den ebenfalls mit Bsa I
linearisierten Expressionsvektor pASK-IBA4 bzw. pASK-IBA44 ligiert (Kapitel 2.7.9). Zur
Expression der Fusionsproteine wurden die Klone in E. coli BL21-Zellen transformiert. Eine
Einzelkolonie mit dem gewiinschten HCI110-R-Plasmid wurde zum Animpfen -einer
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Ubernachtkultur mit 50 pg/ml Ampicillin (oder Carbenicillin) verwendet und diese bei
280 rpm und 37 °C inkubiert. Nach der Transformation wurden die Zellen der Stammplatte
nur maximal eine Woche verwendet. Aus diesen Vorkulturen wurden 20 ml bis 500 ml grof3e
Expressionskulturen unter gleichem Selektionsdruck inokuliert und bei 37 °C und 280 rpm bis
zu einer ODgyo = 0,5 inkubiert. Vor der Induktion wurde eine Probe der Kultur von 2 ml als
nicht-induzierte Negativkontrolle abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C
aufbewahrt. Die Expression des Fusionsproteins wurde durch Zugabe des Induktors
Anhydrotetracyclin (0,2 pg/ml) induziert und die Kultur fiir weitere 3 bis 4 h bei 37 °C und
280 rpm inkubiert. Der Erfolg der Expression wurde durch Auftrennung der
Gesamtproteinextrakte der Expressionskulturen und der nicht induzierten Kontrolle in einem
PAA-Gel (Kapitel 2.8.7) tiberpriift.

29.2 Expresson der Fusionsproteine der Klone pRSET-HCA1-445 und pRSET-
HCA797-986

Die Klone pRSET-HCA1-445 wund pRSET-HCA797-986 (Saeger, 2001), im
Expressionsvektor pRSET B, umfassen die Aminosduren 1-445 bzw. 797-986. Die
Expression erfolgte wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben, jedoch wurde zur Induktion der
Expression 4 mM IPTG eingesetzt.

2.9.3 Expression des Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702

Der Klon pET-DAFA1-702 beinhaltet das gesamte Protein Daf-21 (AS 1-702). Zur
Amplifikation wurden die Oligonukleotide pET100-DAF21-for und pET100-DAF21-rev
verwendet und das Produkt mit Hilfe des ,Champion™ pET Directional TOPO® Expression
Kits’ (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben in den Expressionsvektor pET100/D-
TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. Die Expression erfolgte wie in Kapitel 2.9.1
beschrieben. Es wurden jedoch fiir die Induktion 1 mM IPTG eingesetzt.

2.9.4 Zédlaufschlussder Expressionskulturen

Die Expressionskulturen wurden nach der Inkubation durch Zentrifugation bei 2700 X g
(Avanti™ J-25, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) geerntet und die Zellen aufgeschlossen.
Dies erfolgte mit Hilfe verschiedener Methoden je nach Verwendung. Zum einen wurde das
nicht denaturierend wirkende Reagenz ,BugBuster® Master Mix’ (Novagen, Madison, WI,
USA) nach Herstellerangaben verwendet, zum anderen wurde das Zellpellet in LEW-Puffer
(Macherey-Nagel) oder Waschpuffer (IBA) resuspendiert und die Zellen durch mehrmaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C, gefolgt von einer
Ultraschallbehandlung, aufgeschlossen. Eine dritte Variante war die Zugabe von Lysozym
(Lysozyme from hen egg white’, 97940 U/mg; Fluka, Neu Ulm; ca. 30 mg/Pellet einer 500
ml-Kultur) und DNase I (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot; ca. 15 U/Pellet einer 500 ml-
Kultur) zu einem in LEW-Puffer (Macherey-Nagel) oder Waschpuffer (IBA) resuspendierten
Zellpellet und nachfolgender Ultraschallbehandlung. Nach vollstaindigem Aufschluss der
Zellen erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei 27.000 X g unter Verwendung eines JA20-
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Rotors (Avanti™ J-25, Beckman Coulter GmbH, Krefeld). Mittels SDS-PAGE wurde nun
untersucht, ob sich das exprimierte Protein in I&slicher Form im Uberstand (Klone pRSET-
HCA797-986 und pET-DAFA1-702) oder als Inklusionskorper im Pellet (Klone pRSET-
HCA1-445, pASK44-HCA22-535 und pASK4-HCA22-535) befand. Die Proteine im
Uberstand wurden je nach fusioniertem ,Tag’ mittels Affinititschromatographie bzw.
Metallaffinititschromatographie (IMAC) aufgereinigt.

Um die Inklusionskdrper zu waschen, wurde das Pellet erneut in Inclusionbody-Waschpuffer
I resuspendiert und fiir 15 min bei 27.000 X g unter Verwendung eines JA20-Rotors
(Avanti™ J-25, Beckman Coulter GmbH, Krefeld) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in Inclusionbody-Waschpuffer II aufgenommen und fiir 15 min bei 27.000 X g
zentrifugiert. Nach diesen drei Waschschritten erfolgte die Denaturierung der
Inklusionskorper mit einem 6 M Guanidin-haltigen Puffer (Inclusionbody Puffer I).
Unlésliche Bestandteile wurden fiir 30 min bei 27.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand
fiir die Chromatographie eingesetzt.

2.9.5 Proteinaufreinigung durch Affinitatschromatographie

Fiir die Proteinaufreinigung mittels Affinitidtschromatographie wurde das ,Strep-Tag® Starter
Kit” (IBA GmbH, Géttingen) bzw. das ,Strep/His Starter Kit> (IBA GmbH, Goéttingen)
verwendet. Die Sdulen mit einer Strep-Tactin® Matrix wurden mit zwei Sdulenvolumen
Waschpuffer (IBA) dquilibriert, bevor das Lysat des Zellaufschlusses hinzugegeben wurde.
Nach der Beladung der Séule erfolgte das Waschen mit mindestens 10 Sdulenvolumen
Waschpuffer (IBA). Eluiert wurde in sechs 0,5 Saulenvolumen-Fraktionen mit Elutionspuffer
(IBA). Die Reinheit der Aufreinigung wurde elektrophoretisch (Kapitel 2.8.7) tiberpriift. Zu
diesem Zweck wurde ein Aliquot der Elution durch Prézipitation (Kapitel 2.8.6) oder mit
Hilfe des ,Spin-Out™ GT-1200 Medi’ (GenoTechnology, Inc., St.Louis, MO, USA) nach
Herstellerangaben entsalzt.

2.9.6 Proteinaufreinigung durch Metallaffinitatschromatographie (IMAC)

Die Aufreinigung mittels IMAC erfolgte mit Hilfe des ,Protino® Ni 1000 prepacked columns
kits’ (Macherey-Nagel, Diiren) oder der ,TALONspin™ Columns’ (Clontech Laboratories,
Inc., Palo Alto, CA, USA). Aufreinigungen 16slicher Proteine erfolgten durch Aquilibrieren
der Sdule mit zwei Sdulenvolumen LEW-Puffer (Macherey-Nagel), gefolgt von der Zugabe
des Lysats des Zellaufschlusses und dem Waschen mit einem Imidazolgradienten zur
Minimierung unspezifischer Bindungen. Sukzessive wurde mit je 15 Sdulenvolumen der
LEW-Puffer I bis V (Macherey-Nagel) gewaschen. Eluiert wurde mit FElutionspuffer
(Macherey-Nagel) in sechs Fraktionen des 1,5fachen Sédulenvolumens. Fiir die Aufreinigung
der denaturierten Inklusionskorper wurde die Sdule zuerst mit 2 Sédulenvolumen
Inclusionbody-Puffer II &dquilibriert, die Proteinprobe aufgetragen und die Sdule mit 20
Sdulenvolumen Inclusionbody-Puffer II gewaschen. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer
(IB) in sechs Fraktionen des 1,5fachen Séulenvolumens.
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2.10 Heterologe Expression rekombinanter Proteinein Sduger zellen
2.10.1 Auftauen von HEK-293-Zellen

Zum Auftauen von in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen der immortalisierten Zelllinie
HEK-293 (Tabelle 2.2) wurden die Kryordhrchen unmittelbar nach Entnahme in ein 37 °C-
Wasserbad tiberfiihrt. Die aufgetauten Zellen wurden mit einer sterilen Glaspipette in 10 ml
auf 37 °C vorgewdarmtes DMEM-Medium mit 10 % FCS transferiert, fiir 10 min bei 170 X g
(Multifuge® 3L-R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) pelletiert und schlieBlich in 10 ml
frischem DMEM-Medium mit 20 % FCS aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde in eine
100 mm/20 mm Gewebekulturschale (Cellstar®, Greiner Bio-One, Solingen) iiberfiihrt und
bei 37 °C, 5 % CO: und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Model 740,
Hotpack, Warnminster, PA, USA) inkubiert.

2.10.2 Kultivierung von HEK-293-Z€llen

Die Kultivierung der adhdrenten HEK-293-Zellen erfolgte in 100 mm/20 mm
Gewebekulturschalen (Cellstar®, Greiner Bio-One, Solingen) bei 37 °C, 5 % CO:und 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank (Model 740, Hotpack, Warnminster, PA, USA).
Alle zwei bis drei Tage wurde die Konfluenz und die generelle Morphologie der Zellen unter
dem Inversmikroskop (Modell IM 35, Zeiss, Oberkochen) kontrolliert und die Zellen in einem
Verhiltnis von 1:2 bis 1:4 subkultiviert. Dazu wurden diese mit Hilfe des Pipettenstrahls vom
Boden der Kulturschalen gelost und durch Auf- und Abpipettieren mit einer Glaspipette
resuspendiert, um Zellkonglomerate aufzulésen. Das entsprechende Volumen dieser
Suspension wurde mit frischem DMEM-Medium mit 10 % FCS wieder auf 10 ml aufgefiillt.

Stabil mit einem 116 kDa groen HC110-RMyc/6xHis-Konstrukt in einem pIRESl1neo-
Vektor (Clontech, Palo Alto, USA) (Saeger, 2001) transfizierte HEK-293-Zellen wurden
aufgetaut (Kapitel 2.10.1) und kultiviert. Eine Selektion erfolgte mit 1 mg/ml G 418 (G 418
sulfate, sterile-filtered aqueous solution, cell culture tested (Calbiochem, San Diego, CA,
USA).

2.10.3 Kryokonservierung von HEK-293-Zellen

Zur Kryokonservierung wurden nur Zellen verwendet, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden. Sie wurden zunéchst von der Gewebekulturschale gelost (Kapitel
2.10.2) und in Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 10 min bei 170 g
(Multifuge® 3L-R, Heraeus Holding GmbH, Hanau) pelletiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde dann in 70 % Medium und 20 % FCS resuspendiert, 10 % DMSO
hinzugegeben und je 1 ml in ein Kryordhrchen (Mikro-Schraubrohre, 2 ml, Sarstedt,
Niimbrecht) pipettiert. Die Proben wurden in einem bei 4 °C vorgekiihlten ,Stratacooler’
(Stratagene, Heidelberg) bei —80 °C iiber Nacht gelagert. Diese Methode soll gewéhrleisten,
dass die Zellen langsam abkiihlen (ca. 1 °C pro min). Nach 24 h wurden die Kryogefif3e in
fliissigen Stickstoff liberfiihrt.
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2.10.4 Detektion des HC110-R-Fusionsproteins in HEK-293-Zellen  mittels
I mmunfluor eszenz

Zum Nachweis der heterologen Expression des 116 kDa groen HC110-R-Myc/6xHis-
Fusionsproteins (Saeger, 2000; Kapitel 2.10.2) in stabil transfizierten HEK293-Zellen wurden
fir die Immunfluoreszenz ca. 0,5-1,5 x 10° Zellen auf ein steriles, mit 1 % Gelatine
beschichtetes Deckgldschen in einer kleinen Gewebekulturschalen (35 mm) ausgebracht. Die
Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2und 95 % Luftfeuchtigkeit {iber Nacht kultiviert.

Am néchsten Tag wurden die Zellen dann vorsichtig zweimal mit PBS™ gewaschen und in
Fixierlosung (Immunfluoreszenz) 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem erneuten
Waschschritt mit PBS™ wurden die Zellen fiir 10 min in 0,5 % Tween80/PBS™ inkubiert,
zweimal mit PBS™ gewaschen und anschlieend 30 min in Blocklésung (Immunfluoreszenz)
inkubiert. Die Primérantikoérperinkubation zum Nachweis eines der beiden ,Tags’ des
Fusionsproteins (monoklonaler Maus-anti-Hisg- oder monoklonaler Maus-anti-c Myc-
Antikorper) (Tabelle 2.6), verdiinnt in Blocklosung, erfolgte fiir 1-2 h bei RT. Um ein
Austrocknen der Antikorperlosung zu verhindern, wurde in den Deckel der Platten ein nasses
Filterpapier (Whatman Ltd., Maidstone, England) gelegt und die Schalen mit Parafilm
(Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI USA) verschlossen. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS™ folgte die Inkubation mit dem polyklonalen Sekundirantikorper
Alexa Flour 488, Kaninchen-anti-Maus (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Tabelle 2.6) fiir 45 min
im Brutschrank (Model 740, Hotpack, Warnminster, PA, USA). Nach drei abschlielenden
Waschschritten mit PBS™ wurden die Proben auf Objekttragern in 20 ul Mowiol (Polyscience,
Niles, IL, USA) mit 2 % DABCO (Merck, Darmstadt) versetzt eingebettet. Bis zur
Aushdrtung des Einbettmediums und somit zur Sichtung der Proben am konfokalen
,Laserscanning’ Mikroskop wurden sie iiber Nacht bei Raumtemperatur oder 4 °C, vor Licht
geschiitzt, autbewahrt.

2.10.5 Konfokale,L aserscanning’ -Mikroskopie

Zur Betrachtung der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Zellen wurde ein Leica CLSM
(,Confocal Laserscanning Microscope’) TCS NT, Version 1.5.451 (Leica Lasertechnik,
Heidelberg) verwendet. Die Fluoreszenz des Alexa® 488-gekoppelten Sekundirantikorpers
wurde durch einen Argon-Laser bei einer Wellenldnge von 488 nm angeregt. Es wurde eine
Auflésung von 1024 x 1024 Pixel gewéhlt. Die Analyse der Bilder erfolgte anschlieBend mit
Hilfe der ,AVS Software’ (Advanced Visual Systems Inc., Waltham, MA, USA) und Adobe
Photoshop 5.0 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA).

2.11 Fluoreszenzspektroskopie

Mittels Lumineszenzspektroskopie wurde die intrazellulire freie Ca’’-Konzentration ([Ca®'];)
einer Zellsuspension bestimmt. Ein Ca’"-bindender Fluoreszenzfarbstoff wurde bei den
Wellenldangen 340 nm bzw. 380 nm angeregt und die Emission bei 510 nm gemessen und
aufgezeichnet. Die Messungen wurden mit dem Lumineszenzspektrometer ,LS-55" (Perkin
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Elmer LAS GmbH, Rodgau-Jiigesheim) und der dazugehorigen Software ,FL Winlab 4.0’
durchgefiihrt. Pro Messung wurden 1 x 10° wildtypisch bzw. stabil mit einem HC110-R-
Myc/6xHis-Konstrukt transfizierte HEK-293-Zellen in einem Gesamtvolumen von 1,8 ml
oder 2 ml Hank’s BSS eingesetzt. Fiir die Beladung mit dem Fluoreszenzfarbstoff wurden die
adhirenten Zellen zweimal vorsichtig mit Hank’s BSS gewaschen, anschlieBend fiir 30 min
bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit mit 1 uM Fura-2/Acetoxymethylester (Fura-
2/AM; 1 mM in DMSO; Sigma, Deisenhofen) in Hank’s BSS inkubiert und erneut einmal mit
Hank’s BSS gewaschen. Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt
und auf 1 x 10° pro 2 ml mit Hank's BSS eingestellt. Gemessen wurde bei 37 °C unter
leichtem Riihren der Zellsuspension. 100 s nach Beginn der Messung erfolgte die Zugabe der
ersten Substanz. Wurde noch eine zweite Substanz hinzugefiigt, geschah dies nach 400 s. Die
Messdauer betrug zwischen 10 und 20 min. Am Ende jeder Messung erfolgte eine Eichung
der Probe. Zu diesem Zweck wurde fiir die Berechnung der absoluten [Ca2+]i der Rin-Wert
und der Rp.-Wert bestimmt. Durch Zugabe von 25 uM Digitonin wurde der Farbstoff
vollstindig mit Ca*’ gesittigt (Rmax-Wert). Der Rpin-Wert konnte durch Entfernen des freien
Ca®" in der Zelle mit 4 mM EGTA bestimmt werden. Der pH-Wert in der Messkiivette wurde
durch gleichzeitige Zugabe von 70 pl 2 M Tris-Puffer auf pH 8,3 eingestellt (Lieberherr und
Grosse, 1994). Unter Zuhilfenahme der Formel nach Grynkiewicz et al. (1985) war es
moglich, nach jeder Messung quantitative Aussagen tber die Anderung der [Ca®']; zu
machen.
R, —R_.

[Ca ]i =f-K, R _R @.1)

max t

Der Rp.-Wert gibt den Wert des Ca2+-geséittigten Fluoreszenzfarbstoffes an, der R,-Wert
den des ungebundenen Indikators, wenn sich demnach kein freies Ca®" mehr in der Zelle
befindet. Der Faktor f gilt als MaB fiir die Effektivitdt der Messung. Dazu wird bei einer
Anregungswellenldnge von 380 nm sowohl die Fluoreszenzemission des gesittigten
Indikators gemessen als auch des freien Fura-2. Das daraus resultierende Verhiltnis
beschreibt den f~-Wert. Nach Grynkiewicz et al. (1985) betrdgt die Dissoziationskonstante Ky
fiir Ca>* bei 37 °C 224 nM. R, beschreibt den Quotienten der Anregungswellenléingen 340 nm
und 380 nm zum Zeitpunkt t. Die Bindung von Fura-2 an Ca”" fithrt nicht nur zu einer
Verdnderung der Fluoreszenz, sondern auch zu einer Verschiebung der effektivsten
Anregungwellenldnge von 365 nm auf 340 nm. Es existiert hierbei ein isobestischer Punkt bei
361 nm, der vollkommen unabhingig von der vorhandenen Ca*"-Konzentration ist. Fiir
quantitative Ca*"-Analysen verwendet man am besten zwei Wellenlingen im gleichen
Abstand zum isobestischen Punkt und mit den groften Netto-Unterschieden in Bezug zur
Fluoreszenz bei einer Ca’"-Beladung. Dies sind 340 nm fiir gebundenes Fura-2 und 380 nm
fiir freies Fura-2.

Die Datenreihen wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm ,Excel 2000’ bzw. ,Sigma
Plot 9.0’ importiert und ausgewertet.
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2.12 Bindungsanalysen mittels eines Oberflachenplasmonresonanz-
Biosensors (BIACORE)

Die Entwicklung von Oberflaichenplasmonresonanz (SPR)-Biosensoren machte kinetische
Analysen der meisten biomolekularen Interaktionen zugénglich (Karlsson, 2004). Das erste
System der Firma Biacore AB (Freiburg) wurde 1990 vorgestellt und konnte zur
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen verwendet werden (Karlsson et al., 1991).
Seither wurde die Sensitivitidt der Messgeridte um das 20fache gesteigert (Karlsson, 2004). Die
Systeme sind mittlerweile zu universell anwendbaren Forschungsgerdten geworden.
Gleichzeitig ist die Anzahl der Sensoroberflichen gestiegen. Die 1990 eingefiihrte
carboxymethylierte Dextran-Oberfliche (Lofas und Johnsson, 1990) wurde durch andere
Oberflachen erginzt (Karlsson und Lofas, 2002). Der CM5-Sensorchip (carboxymethylierte
Dextran-Oberflache) ist jedoch bis heute der vielseitigste und am weitesten verbreitete
Sensorchip. Kovalent konnen Peptide oder Proteine iiber Aminkopplung (-NH,),
Thiolsulfidkopplung (-SH) oder Aldehydkopplung (-CHO) gebunden werden. Des Weiteren
gibt es SA-Sensorchips mit immobilisiertem Streptavidin oder NTA-Sensorchips zur
Immobilisierung rekombinanter Proteine iiber 6xHis-,Tags’. Ein Vorteil dieses Sensorchips
ist die Moglichkeit, die sterische Orientierung der Liganden zur optimalen Exposition zu
kontrollieren. Eine korrekte sterische Orientierung kann ebenfalls erreicht werden, indem
monoklonale Antikdrper an einen CMS5-Sensorchip gekoppelt und die Liganden auf diese
Weise an die Oberfliche gebunden werden. Mittlerweile sind auch hydrophobe (HPA-
Sensorchip) und lipophile (L1-Sensorchip) Sensorchips erhéltlich. Aufgrund seiner hohen
chemischen Stabilitdt und geringen unspezifischen Bindungen kann die Oberfliche eines
Sensorchips, abhidngig von der Art des immobilisierten Liganden, filir zahlreiche Zyklen
(durchschnittlich 100) wiederverwendet werden.

SPR-Biosensor Analysen sind mittlerweile als Methode zur Messung molekularer
Interaktionen fest etabliert. SPR-Biosensoren finden fiir die Untersuchung der Interaktionen
biologischer Systeme von Proteinen, Oligonukleotiden, Oligosacchariden, Lipiden, kleinen
Molekiilen, Phagen, viralen Partikeln und Zellen Anwendung (Rich und Myszka, 2000). Es
besteht somit die Moglichkeit, Bindungsreaktionen in Echtzeit und ohne zusitzliche
Markierungen der Bindungspartner zu charakterisieren. SPR-Biosensoren werden fiir eine
Vielzahl von Fragestellungen bei der Untersuchung von biomolekularen Interaktionen
angewendet. Die SPR-Technologie liefert sowohl qualitative Informationen, wie die
Identifizierung von Bindungspartnern, Untersuchungen von Bindungsspezifititen oder
,Epitop mapping’, als auch quantitative Informationen, wie die Messung von
Reaktionskinetiken, Affinititskonstanten und Konzentrationsanalysen (Torreri et al., 2005).
Bei sorgfiltiger Durchfiihrung der Experimente konnen Biosensoren zur Bestimmung der
Stochiometrie und des Reaktionsmechanismus verwendet werden (Rich und Myszka, 2000).

SPR-Biosensoren verwenden eine hochspezialisierte optische Technik, um Verdnderungen
des Brechungsindex der fliissigen Phase in der Ndhe der Matrixoberfldche aufzunehmen. Das
Phidnomen der Oberflichenplasmonresonanz tritt genau dann auf, wenn im Falle einer
vollstdndigen Reflexion polarisiertes Licht eine Goldschicht an der Interphase zwischen einer
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festen Tragerphase und einer fliissigen Phase bricht. Die beiden Phasen unterscheiden sich in
ihrem Brechungsindex. Das Glas der Sensoroberfldche besitzt einen hohen und der Puffer
einen niedrigen Brechungsindex. Einer der Bindungspartner, der so genannten Ligand, wird
auf der Oberfliche immobilisiert und die Interaktion mit dem in der fliissigen Phase
vorliegenden zweiten Bindungspartner, dem so genannte Analyten, aufgezeichnet (Abbildung
2.1). Das Messinstrument umfasst einen SPR-Detektor, einen Sensorchip und ein integriertes
System zur Manipulation von Fliissigkeiten zum exakten Transport der Probe zum Ort der
Absorption und Detektion.

Prisma B
polarisiertes Licht A reflektiertes Licht

P

Sensor-Chip

2 N
Z AAAAA TN ,,-_-_}\AA)\A <
-p P, ~ A—Lngand - —Analyl

Abb. 2.1: SPR detektiert Veranderungen des Brechungsindex an der Grenzflache zwischen einer L ésung
und der Matrix eines Sensorchips. (A) Das Phdanomen der SPR tritt in Form einer erniedrigten Intensitét des
reflektierten Lichtes in einem Winkel, abhéngig vom Brechungsindex in der fliissigen Phase an der Oberfldche
des Sensorchips, auf. (B) Binden Biomolekiile an die Oberfliche, &ndert sich der Brechungsindex der
Oberfldachenschicht und es wird ein anderer SPR-Winkel gemessen. Vorlage gezeichnet nach ,Biatechnology
Handbook’, Version AB, 1998, Biacore, Freiburg.

Der Sensorchip besteht aus einem Glastriger mit einem diinnen Goldfilm und einer
Matrixschicht. Die Probe des Analyten wird mit Hilfe des Systems in einem kontinuierlichen
und kontrollierten Fluss iiber die Oberfliche des Sensorchips geleitet. Eine gleichbleibende
Konzentration des Analyten wird somit gewdhrleistet. Die Flusszellen sind fiir
Probenvolumina > 5 pl geeignet. Bei Bindung des Analyten an die Oberfldche steigt die
Masse und nimmt bei der Dissoziation wieder ab. Dadurch kommt es zu Verdnderungen des
Brechungsindex an der Oberfliche. Dies wird in Form eines verdnderten SPR-Signals
detektiert und als Resonanzsignal aufgenommen. Ein so genanntes Sensorgramm stellt die
Verdnderungen des Resonanzsignals (RU = resonance unit; 1 RU = 1 pg Protein pro mm’,
,Biatechnology Handbook’, Version AB, 1998, Biacore, Freiburg) als eine Funktion der Zeit
(s) dar. Der Fluss des Laufpuffers bildet die Basislinie. Bei Injektion einer Probe zeigt die
Steigung der Kurve die Assoziation des Analyten an den immobilisierten Liganden an
(Komplexbildung).  Zur  vollstindigen = Ablosung des  Analyten wird eine
Regenerierungslosung injiziert bis die Basislinie wieder erreicht ist. Die aufgezeichneten
,Responce Units’ korrelieren direkt mit dem gebundenen Analyten (Torreri et al., 2005).

Die in diesem Kapitel beschriebenen Messungen erfolgten an einem BIACORE 1000-
Messgerit mit der ,BIACORE 1000 Control Software 2.3’ der Firma Biacore, Freiburg. Fiir
die Auswertungen wurde die Software ,BIAevaluation 4.1 verwendet.
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2.12.1 Aminkopplung des Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445 an einen CM 5-
Chip

Ein Aliquot des Fusionsproteins des Klons pRSET-HCAI1-445 wurde auf 11 ug pro ml und
eine Konzentration von 10 mM Natriumacetatpuffer (pH 4,5) eingestellt. Die Kopplung
erfolgte mit Hilfe des ,Amine Coupling Kits’ (Biacore, Freiburg) an einen ,CM5-Sensorchip’
(Biacore, Freiburg). Bei einer Flussrate von 5 ul pro Minute wurde die Chipoberfliche mit 35
ul eines 1:1-Gemisches EDC (75 mg/ml) und NHS (115 mg/ml) aktiviert, gefolgt von einer
Injektion von 100 pl des Fusionsproteins. Unbesetzte Bindungsstellen wurden mittels einer
Injektion von 35 pl 1 M Ethanolamin abgesittigt. Die Ligandendichte nach der Beladung lag,
abhingig vom Molekulargewicht des jeweiligen Peptids, bei 1000 bis 14000 RU. Die
Kopplungsreaktion und alle folgenden Messungen wurden bei einer konstanten Temperatur
des Systems von 25 °C durchgefiihrt.

2.12.2 Bindungsanalysen mit Neuropeptiden

Die fiir die Bindungsanalysen eingesetzten Neuropeptide wurden von der Firma JPT Peptide
Technologies GmBH (Berlin) synthetisiert. Es erfolgte eine Uberpriifung der Synthese der
Peptide durch die Firma mittels Massenspektrometrie und HPLC. Die verwendeten Peptide
sind in Tabelle 2.7 zusammengefasst. Die lyophilisierten Peptide wurden in dH,O
resuspendiert, aliquotiert und bei —80 °C gelagert.

Fiir Bindungsanalysen der Neuropeptide wurde der Ligand, das Fusionsprotein des Klons
pRSET-HCA1-445, an einen CMS5-Sensorchip gekoppelt (Kapitel 2.12.1). Als Laufpuffer
wurde der Biacore-Puffer I bzw. Biacore-Puffer II verwendet. Verschiedene Verdiinnungen
der Neuropeptide (zwischen 500 nM und 400 uM) in Biacore-Puffer I bzw. Biacore-Puffer 11
wurden bei einer Flussrate von 30 pul/min unter Verwendung der ,Kinject’-Funktion des
Programms fiir 3 min injiziert. Darauthin folgte eine Dissoziationsphase von weiteren 3 min
und eine Regenerierung bei einer Flussrate von 50 pl/min mit 50 pl 4 M NaCl oder mit 10 pl
50 mM NaOH. Als Kontrolle diente eine mit 0 RU beladene Flusszelle eines ,CMS5-
Sensorchips’. Da das Messgerdt ,BIACORE 1000’ nicht iiber die Funktion verfiigt, eine
Probe nacheinander tiber mehrere Flusszellen zu leiten und die Daten aufzuzeichnen, erfolgte
die Referenzmessung zeitlich versetzt. In Kontrollexperimenten wurde gezeigt, dass
Pufferkomponenten iiber die Injektionsnadel von einem Gefdll in das ndchste verschleppt
werden und es so zu unterschiedlichen Puffereffekten (Sprunghafter Anstieg bzw. Abfall der
Kurve zu Beginn und am Ende der Probeninjektion) in verschiedenen Messungen ein und
derselben Probe kommt. Dies bereitet grole Schwierigkeiten bei der Auswertung der Daten.
Zur Verhinderung einer Verschleppung von Salzen an der Injektionsnadel in nachfolgende
Proben, wurde vor der Injektion der Probe die ,Predip’-Funktion verwendet und die Nadel in
einem GefdB mit dH,O gespiilt. Zudem wurde die Funktion ,Extraclean’ benutzt, um die
Nadel nach der Injektion mit Puffer zu sdubern. Die Verdiinnungen wurden fiir jede Messung
frisch angesetzt und dem Gefdl des zum jeweiligen Zeitpunkt verwendeten Laufpuffers
entnommen. Dann wurde jede Probe auf zwei Gefdlle aufgeteilt, von denen eines fiir die
Kontrollmessung verwendet wurde. Die Proben wurden bis zur Injektion auf Eis gelagert. Auf
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diese Weise sollten Fehler durch unterschiedliche Puffereffekte der Probe und Kontrolle
durch die Verschleppung von Salzen durch die Injektionsnadel vermindert werden.

2.12.3 Bindungsanalysen mit dem Fusionsprotein des Klons pET-DAFA1-702

Die Kopplung des Liganden des Fusionsproteins des Klons pRSET-HCAI1-445 an einen
CM5-Chip erfolgte wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben. Als Laufpuffer wurde der Biacore-
Puffer I verwendet. Das Fusionsprotein des Klons pET-DAFA1-702 wurde in verschiedenen
Verdiinnungen (zwischen 100 nM und 18 uM) bei einer Flussrate von 30 pl/min unter
Verwendung der ,Kinject’-Funktion des Programms fiir 3 min injiziert. Daraufhin folgte eine
Dissoziationsphase von weiteren 3 min und eine Regenerierung bei einer Flussrate von 50
pl/min mit 10 pl 50 mM NaOH. Als Kontrolle eine mit 0 RU beladene Flusszelle eines
,CM5-Sensorchips’. Fiir die Injektionen wurden die Funktionen ,Predip’ und ,Extraclean’
verwendet (Kapitel 2.12.2). Die Verdiinnungen wurden fiir jede Messung frisch angesetzt und
dem Gefill des zum jeweiligen Zeitpunkt verwendeten Laufpuffers entnommen. Dann wurde
jede Verdiinnung auf zwei Gefdlle aufgeteilt, von denen eines fiir die Kontrolle verwendet
wurde. Die Proben wurden bis zur Injektion auf Eis gelagert.

2.12.4 Auswertung der Bindungsanalysen

Die Auswertung der SPR-Bindungsanalysen wird im Folgenden anhand einer Messserie des
Neuropeptids PF2 erldutert. Eingesetzt wurden die Analyten-Konzentrationen 400 uM, 200
uM, 130 puM, 100 pM, 80 uM, 70 uM, 60 pM, 50 uM und 40 pM. Der Liganden-
Bindungslevel betrug 6294 RU. Abbildung 2.2 zeigt die Sensorgramme der gemessenen
Konzentrationen des Analyten und das Sensorgramm der Kontrollexperimente. Als
Referenzoberfliche diente eine Flusszelle, die einer Kopplungsreaktion ohne Zugabe des
Fusionsproteins unterzogen wurde. Die Beladung betrug somit 0 RU. Durch Verwendung der
Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1 (Biacore, Freiburg) konnten die Sensorgramme
nach Abschluss der Messungen bearbeitet werden. In einem ersten Schritt wurden die
einzelnen Messkurven ausgeschnitten und in Form einzelner Dateien in einem Projektfenster
des Programms gespeichert. Dies geschah entsprechend fiir die Kontrollmessungen. Die
Kurven jeder gemessenen Konzentration wurden mit der entsprechenden Kontrolle in einem
Fenster iibereinandergelegt und die Basislinie gleich Null gesetzt. Die Startpunkte der
Assoziation und Dissoziation wurden exakt angeglichen. Abbildung 2.3 (A) zeigt dies am
Beispiel einer Konzentration von 400 uM des Analyten PF2. Als nichster Schritt erfolgte die
Subtraktion der Referenzkurven von den entsprechenden Bindungskurven. Dies ist nétig, um
den durch Pufferbestandteile hervorgerufenen Puffereffekt zu minimieren und eventuelle
unspezifische Bindungen an die Dextranoberfldche nicht in die Auswertung mit einflieBen zu
lassen. Bei den so genannten Puffereffekten handelt es sich um Unterschiede im
Brechungsindex zwischen Probe und Laufpuffer, die nicht durch eine Bindung zustande
kommen. Dadurch kommt es zu einem sprunghaften Anstieg bzw. Abfall zu Beginn der
Injektion, gefolgt von einem Abfall bzw. Anstieg am Ende der Injektion auf Niveau der
Basislinie. Das Resultat dieses Auswertungsschrittes wurde in einem Fenster
ibereinandergelegt und optisch auf eine Eignung fiir die Auswertung untersucht.
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Abb. 2.2: Bindung des Neuropeptids PF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Eine
Flusszelle eines CMS5-Sensorchips wurde mit Hilfe einer Aminkopplung mit 6294 RU des Fusionsproteins des
Klons pRSET-HCA1-445 beladen. Das Neuropeptid PF2 wurde in verschiedenen Konzentrationen bei einer
Flussrate von 30 pl/min fiir je 3 min injiziert, gefolgt von einer Dissoziationszeit von weiteren 3 min. Die
Renaturierung der Chipoberfliche erfolgte mit 4 M NaCl. Abbildung (A) zeigt die Messungen der
Konzentrationen (a) 400 puM, (b) 200 uM, (c) 130 puM, (d) 100 uM und (e) 80 uM, Abbildung (B) die
Konzentrationen (f) 70 uM, (g) 60 uM, (h) 50 uM und (i) 40 uM. Zu den mit * gekennzeichneten Zeitpunkten
erfolgte die Injektion der Regenerierungslosung 4 M NaOH. Abbildung (C) zeigt die Kontrollmessungen obiger
Konzentrationen mit einer ungekoppelten Flusszelle eines CMS5-Sensorchips.

Fehlerhafte Messungen, die den Erfolg der Auswertung beeintrachtigen konnten, wurden
nicht beriicksichtigt und wieder entfernt. Abbildung 2.3 (B) zeigt die Auswahl der
Bindungskurven, die in die Auswertung mit eingingen.
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Abb. 2.3: Bindung der Neuropeptids PF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
Bindungskurven der Messung einer Injektion von 400 pM der Neuropeptids PF2 wurden mit Hilfe der
Auswertungssoftware ,BlAevaluation 4.1° mit der entsprechenden Referenzmessung iibereinandergelegt, die
Basislinie gleich Null gesetzt und die Startpunkte der Assoziation und der Dissoziation angeglichen. Die rote
Kurve zeigt die Bindung des Neuropeptids an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein, die blaue Kurve die Messung an
der Referenzoberfliche. (B) Die Referenzmessungen wurden von den entsprechenden Bindungskurven der
Proben subtrahiert und alle exakt in einem Fenster iibereinandergelegt. 400 uM (dunkelrot), 200 uM (grau), 130
uM (blau), 100 uM (rot), 80 uM (rosa), 70 uM (griin), 60 uM (tiirkis), 50 uM (dunkelblau), 40 uM
(dunkelgriin).
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Die Software verfiigt iiber Funktionen zur Berechnung der Kinetik und der Affinitdt einer
Bindung. Auf die vorliegenden korrigierten Bindungskurven wurde nun die Funktion ,Fit
Kinetics Simultaneous k,/ky’ angewendet. In mehreren Schritten erfolgte die Vorgabe des
Injektionsstarts, der Assoziationsphase, des Injektionsendes und der Dissoziationsphase. Des
Weiteren wurde den Kurven die entsprechende Konzentration des Analyten zugeordnet. Das
Programm errechnete nun selbstindig ein passendes Bindungsmodell unter Annahme einer
Bindereaktion mit einer Stochiometrie von 1:1 (Abbildung 3.11 A). Das Modell wurde
abschlielend anhand verschiedener graphischer und nummerischer Hilfen bewertet. Dieser
Schritt ist essentiell, da auch vermeintlich gute Modelle unrealistische Werte hervorbringen
konnen. Begonnen wurde mit einer visuellen Kontrolle. Besonders Kurven eines Modells,
welche in ihrer Form einen systematischen Unterschied zu den Sensorgrammen zeigen,
weisen darauf hin, dass das Modell nicht geeignet ist. Man kann auf diese Weise keine
verlasslichen kinetischen Konstanten ableiten. Eine weitere visuelle Hilfe bietet der so
genannte ,Residual Plot’ (Abbildung 3.11 B), der die Differenz der experimentellen
Datenpunkte zu den errechneten Datenpunkten des Modells angibt. Zusétzlich gibt es
statistische Indikatoren zur Bewertung der Anpassung eines Modells. Der Chi*-Test ist ein
MalB fir die Qualitdt der Anpassung. Er gibt die durchschnittliche Abweichung der
experimentellen Daten vom errechneten Modell an. Niedrige Werte sind ein Hinweis fiir eine
gute Anpassung. Ein Richtwert fiir eine gute Anpassung ist ein Wert von ca. 1 % des Rpyax-
Wertes (personliche Mitteilung Dr. Uwe Bierfreund, Applikationsspezialist, Biacore,
Gottingen). Meist ist jedoch die visuelle Kontrolle aussagekriftiger. Als weiterer Indikator
gibt der Standardfehler einen Hinweis auf die Verldsslichkeit der Parameter. Je kleiner der
Standardfehler, desto verldsslicher ist ein Wert. Beim T-Wert handelt es sich um den
Quotienten aus Wert und Standardfehler. Hohe T-Werte (>10) weisen somit auf signifikante
Werte hin. Die RI-Werte, die fiir jede Kurve angegeben werden, zeigen den Puffersprung an,
der durch Unterschiede im Brechungsindex zwischen Probenpuffer und Laufpuffer zustande
kommt. Kurven, die durch Subtraktion einer Referenz zustande gekommen sind, sollten
niedrige RI-Werte vorweisen. Aufgrund der Bauart des fiir die Messungen verwendeten
Gerites (BIACORE 1000) konnte auch durch Subtraktion der Referenzen keine vollstindige
Eliminierung der Puffereffekte erreicht werden (Kapitel 2.12.2). Kritisch fiir die Anpassung
eines aussagekréftigen Modells ist die richtige Bestimmung des Puffersprunges durch die
Auswertungssoftware, die vom Benutzer nur unzureichend beeinflusst werden kann.
Abschlieflend sollte die Analytenbindungskapazitit (Rmax) betrachtet werden. Ist dieser Wert
ungewohnlich hoch, dann kann dies auf unspezifische Bindungen, Aggregationen des
Analyten auf der Oberfliche oder auf mehrere Bindungsstellen fiir den Analyten
zurlickzufiihren sein. Ist dieser Wert ungewo6hnlich niedrig, steht dies fiir einen Verlust der
Ligandenaktivitit. Als Richtwert gilt die theoretische Analytenbindungskapazitit. Sie kann
mit folgender Formel berechnet werden:

MWAnalyt

R .. = Bindungsstochiometrie - -
MWLigand

max

- Ligandenlevel (2.2)



3. Ergebnisse 59

3. Ergebnisse

3.1 Heterologe Expression von HC110-R in E. coli

Fiir Bindungsstudien und die Suche nach potentiellen, nativen Liganden des Rezeptors
HC110-R wurden verschiedene Konstrukte fiir die heterologe Proteinexpression in E. coli
erzeugt. E. coli bietet durch seine sehr gut untersuchte Genetik und Physiologie, kurze
Generationszeiten und eine einfache Handhabung als Wirtssystem viele Vorteile. Zudem
konnen rekombinante Proteine in E. coli auf mehr als 20 % des gesamten zelluldren Proteins
angereichert werden (Voedisch et al.,, 2005). Die fiir die Proteinexpression erzeugten
Konstrukte sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt und beschrieben.

Tab. 3.1: Konstrukte zur heterologen Expression von HC110-R-Fragmenten in E. coli

Position des
Fragmentsin der .
: . 9 Grole
Bezeichnung des Oligo- HC110-R- :
Vektor : . des Fusions-
Konstrukts nukleotide cDNA/Protein .
proteins
Nt AS
PASK4-HCA22-535 | PASKABA4UBA, pASK-for 00 1004 | 22.535 60 kDa
Gottingen) pASK-rev
pASK-IBA44 (IBA, pASK-for
ASK44-HCA22- 163-1704 22- 2 kD
PAS ¢ 233 Gottingen) pASK-44rev 63-170 535 6 a
pRSET-HCAl-445 | PRSET B (Invitrogen, 100-1434 1-445 54 kDa
Karlsruhe)
PRSET-HCA797-986 | PRSET B (Invitrogen, 2509-3060 | 797-986 21 kDa
Karlsruhe)

Die vollstindige cDNA-Sequenz (Pos. 83-3057) des Rezeptors HC110-R weist eine Linge
von 3539 bp auf (Saeger ef al., 2001). Das ldngste offene Leseraster beginnt mit einem ATG-
Startcodon in Position 100 und endet mit dem TGA-Stopcodon in Position 3058. Aus diesem
Leseraster ergibt sich eine Rezeptorgrofle von 986 Aminosduren und ein resultierendes
Molekulargewicht von 110 kDa. Der gesamte Aminoterminus bis zur ersten
Transmembrandomine besteht aus 535 Aminosduren.

Als Templat fiir die Amplifikationen aller Fragmente diente das Plasmidkonstrukt HC110-R-
pEGFP (Saeger et al., 2000). Mit Hilfe der Oligonukleotide pASK-for und pASK-rev
respektive pASK-for und pASK-44rev wurden zwei Fragmente amplifiziert, die von den
Erkennungssequenzen des Restriktionsenzyms Bsal flankiert waren. Bsal gehort zu den Typ
IIS Restiktionsenzymen, die doppelstringige DNA auBerhalb ihrer Erkennungssequenzen
schneiden. Auf diese Weise konnten bei einer Restriktionsendonukleolyse mit einem einzigen
Restriktionsenzym zwei unterschiedliche 5°-Uberhiinge mit 4 Basen erzeugt und das
Fragment gerichtet in den Vektor kloniert werden. Die 1541 bp umfassenden Produkte
wurden in den Vektor pASK-IBA4 (IBA, Gottingen) bzw. pASK-IBA44 (IBA, Goéttingen)
ligiert. Die Fragmente kodieren fiir den gesamten extrazelluldiren Aminoterminus des
Rezeptors (AS 22-535, Tabelle 3.1), mit Ausnahme des Signalpeptids. Somit kam es unter
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Beachtung des Leserasters zu einer aminoterminalen Fusion des Amplifikationsprodukts mit
einem Strepll-,Tag’ bzw., im Falle des Vektors pASK-IBA44 (IBA, Géttingen), noch
zusitzlich zu einer carboxyterminalen Fusion mit einem 6XHis-,Tag’. Der Vorteil der
verwendeten Vektoren besteht darin, dass sie eine prizise Fusion des Strukturgens mit den
funktionalen Elementen des Vektors, ohne zusitzliche Aminosduren, erlauben. Die
Uberpriifung des Leserasters erfolgte anhand einer Sequenzierung mit sequenzspezifischen
5’-IRD-800-gekoppelten Oligonukleotiden. Mittels der beschriebenen HC110-R-Konstrukte
(pASK4-HCA22-535, pASK44-HCA22-535) war die Expression eines 60 kDa-
Fusionsproteins bzw. eines 62 kDa grof3en Fusionsproteins des Aminoterminus des Rezeptors
moglich (Tabelle 3.1). Die Expressionsvektoren pASK-IBA4 und pASK-IBA44 (IBA,
Gottingen) werden iiber die Promotor/Operator-Region des tetA-Resistenzgens reguliert. Eine
vollstindige Expression erfolgte durch die Zugabe des Induktors Anhydrotetracyclin in der
nicht antibiotisch wirksamen Konzentration von 200 ng/ml. Die konstitutive Expression des
tet-Repressorgens, welches ebenfalls auf dem Expressionsplasmid kodiert ist, garantiert die
Repression des Promotors in Abwesenheit des Induktors. In diesem Fall wurden fiir die
Expression E. coli BL21-Zellen verwendet, da sie fiir die Proteasen Lon und OmpT defizient
sind und somit die Mdglichkeit der Degradation der Fusionsproteine durch E. coli-eigene
Proteasen minimiert wird.

Nach der Gewinnung der E. coli-Gesamtproteine wurde die Expression der Fusionsproteine
mittels SDS-PAGE iiberpriift. Sowohl das 60 kDa grofle Fusionsprotein des Klons pASK4-
HCA22-535 als auch das 62 kDa grofle Fusionsprotein des Klons pASK44-HCA22-535
konnten in ausreichender Konzentration exprimiert werden (Abbildung 3.1 A-C). Bei beiden
Fusionsproteinen handelte es sich um periplasmatische Proteine. Dafiir sorgt die Sequenz
eines OmpA-Signalpeptids, die bei der Synthese aminoterminal an die Fusionsproteine
angehdngt wird. Mit Hilfe des Signalpeptids erfolgt die Sekretion in den periplasmatischen
Raum, zwischen die innere und die duflere Membran der Bakterienzellen. Dort wird das
Signalpeptid mittels einer E. coli-eigenen Protease wieder abgespalten. Die Aufreinigung der
Fusionsproteine erwies sich jedoch dennoch als problematisch, da die Fusionsproteine trotz
der Signalsequenz liberwiegend im Cytoplasma in Form von Inklusionskdrpern vorlagen. Aus
diesem Grund konnte das 60 kDa grofle Fusionsprotein nur in sehr geringen Mengen in
l6slicher Form isoliert und mittels Affinitdtschromatographie iiber das Strep II-,Tag’
aufgereinigt werden. Inklusionskorper kdnnen nur unter stark denaturierenden Bedingungen,
z. B. mit 6 M Guanidin- oder 8 M Harnstoff-haltigen Puffern, in Lésung gebracht werden.
Diese Bedingungen eignen sich aber nicht fiir eine Chromatographie mit einer Strep-Tactin-
Saule (IBA, Gottingen). Bei der Chromatographie ist maximal eine Konzentration von 1 M
Guanidin bzw. Harnstoff moglich. Da das Fusionsprotein des Klons pASK44-HCA22-535
zusitzlich ein 6xHis-,Tag’ besitzt, konnte hier die Aufreinigung mittels einer
Metalldffinitdtschromatographie erfolgen. Diese Matrix ldsst auch denaturierende
Bedingungen von 6 M Guanidin bzw. 8 M Harnstoff zu. Auf diese Weise konnte das 62 kDa
grole Fusionsprotein in grofer Reinheit isoliert werden. Eine Kontrolle erfolgte
elektrophoretisch und mit Hilfe einer RP-HPLC (Abbildung 3.1 D, E).
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Abb. 3.1: Expression des Fusionsproteins des Klons pASK4-HCA22-535. (A) Expression des Fusionsproteins
des Klons pASK4-HCA22-535. SDS-Page eines 10%igen Gels mit E. coli-Gesamtproteinen einer mit 200 ng/ml
Anhydrotetracyclin induzierten Expressionskultur des 60 kDa Fusionsproteins. (B) Immundetektion der
Expression des Fusionsproteins des Klons pASK4-HCA22-535 mit einem Anti-Strep-Antikorper. E. coli-
Gesamtproteine einer Expressionskultur des 60 kDa Fusionsproteins wurden elektrophoretisch auf einem
10%igen PAA-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und das Strep-,Tag’ mit einem mit
Peroxidase konjugierten Anti-Strep-Tactin-Antikdrper (0,25 pg/ml) detektiert. (C) Expression des
Fusionsproteins des Klons pASK44-HCA22-535. SDS-Page eines 10%igen Gels mit E. coli-Gesamtproteinen
einer mit 200 ng/ml Anhydrotetracyclin induzierten Expressionskultur des 62 kDa Fusionsproteins. (D)
Metallaffinitdtschromatographisch aufgereinigtes und entsalztes Eluat (5 pg) des 62 kDa groBen Fusionsproteins
des Klons pASK44-HCA22-535. (E) RP-HPLC-Analyse des metallaffinitdtschromatographisch aufgereinigten
Fusionsproteins des Klons pASK44-HCA22-535

Des Weiteren wurden schon bestehende Konstrukte von Saeger (2000) verwendet. Dabei
handelt es sich um die Klone pRSET-HCA1-445 und pRSET-HCA797-986. Der erste Klon
umfasst den Aminoterminus des Rezeptors bis vor das 4-Cystein-Motiv (AS 1-445), der
zweite Klon den Carboxyterminus, beginnend hinter der 7. Transmembrandoméne (AS 797-
986). Die exprimierten Fusionsproteine haben eine GroBe von 54 kDa bzw. 21 kDa und
besitzen beide ein aminoterminales 6xHis-,Tag” und ein Xpress-,Tag’ (Invitrogen, Karlsruhe;
Tabelle 3.1). Die Fusionsproteine beinhalten durch die strukturellen Elemente 38 zusétzliche
AS. Der pRSET B-Expressionsvektor (Invitrogen, Karlsruhe) wird iiber einen viralen
Promotor des Bakteriophagen T7 kontrolliert. Fiir die Expression wurde der E. coli-Stamm
BL21 (DE3) pLysS verwendet. Dieser verfiigt zusitzlich {iber das Plasmid pACYC184,
welches durch eine Chloramphenicolresistenz stabilisiert ist und in geringen Mengen das T7-
Lysozym, einen natiirlichen Inhibitor der T7 RNA-Polymerase, exprimiert. Da der pRSET B-
Vektor unter der Kontrolle des lacUVS5-Promotors steht, erfolgte die Expression durch
Zugabe des Induktors IPTG. Sowohl das aminoterminale 54 kDa grofle Fusionsprotein als
auch das 21 kDa grole carboxyterminale Fusionsprotein konnten erfolgreich exprimiert
werden (Abbildung 3.2 A+D). Das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde unter
denaturierenden Bedingungen durch mehrfaches Waschen der Inklusionskorper gereinigt und
iber eine Metallaffinitdtschromatographie mit hoher Reinheit isoliert (Abbildung 3.2 B+C).
Das l16sliche, 21 kDa groBle, carboxyterminale Fusionsprotein wurde unter nicht
denaturierenden  Bedingungen mittels einer Metallaffinitidtschromatographie — mit
zufriedenstellender Reinheit aufgereinigt (Abbildung 3.2 E).
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Abb. 3.2: Expression der Fusionsproteine des Klons pRSET-HCA1-445 bzw. des Klons pRSET-HCA797-
986. (A) Expression des Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445 (Saeger, 2000). SDS-Page eines 10%igen
Gels mit E. coli-Gesamtproteinen einer mit 4 mM IPTG induzierten Expressionskultur des 54 kDa
Fusionsproteins. (B) Metallaffinitdtschromatographisch aufgereinigtes und entsalztes Eluat (5 pg) des 54 kDa
grolen Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445. (C) RP-HPLC-Analyse des metallaffinitits-
chromatographisch aufgereinigten Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445. (D) Expression des
Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA797-986 (Saeger 2000). SDS-Page eines 12,5%igen Gels mit E. coli-
Gesamtproteinen einer mit 4 mM IPTG induzierten Expressionskultur des 21 kDa Fusionsproteins. (E)
Metallaffinitdtschromatographisch aufgereinigtes und entsalztes Eluat (5 pg) des 21 kDa groflen Fusionsproteins
des Klons pRSET-HCA797-986.

3.2 Ligandenscreening des Rezeptors HC110-R mit C. €eegans
Proteinextrakt

Das Genomprojekt des frei lebenden Nematoden C. elegans wurde als erstes Projekt eines
multizelluldren Organismus 1998 abgeschlossen (,The C. elegans Sequencing Consortium’,
1998). Die vollstindigen Datenbanken erlauben schnell und einfach jedes identifizierte
Protein durch Sequenzvergleiche zuzuordnen und auf bestehende Informationen zuzugreifen.
Fir H. contortus fehlt diese Moglichkeit und ein ,Screening’ nach potentiellen
Bindungspartnern ist in dieser Form nicht moglich. Der Modellorganismus C. elegans besitzt
zudem weitere Vorteile. Er hat nur eine geringe Grof3e (Adulte sind nur ca. 1 mm lang), ist im
Labor leicht auf Bakterien besiedelten Agarplatten zu kultivieren und hat einen geringen
Platzbedarf. Zudem bietet sich die Verwendung von C. elegans zur Beantwortung der
gegebenen Fragestellung an, da die orthologen Latrophilin-dhnlichen Proteine 1 und 2 (Ce
Lat-1A, Ce Lat-1B und Ce Lat-2) eine sehr hohe Sequenzéhnlichkeit zu HC110-R aufweisen
(Welz et al., 2005).
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3.2.1 Bindungsexperimente an Nitrozellulosemembranen

C. elegans wurden in Flissigkulturen kultiviert, geerntet und die Proteine extrahiert. Die
16slichen Proteine des Extraktes wurden fiir die Suche potentieller Liganden des Rezeptors
HCI110-R eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Mengen des Extraktes mittels
SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 3.3 A) und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.
Die Nitrozellulosemembran wurde renaturiert und mit dem Fusionsprotein des Klons
pASK44-HCA22-535 oder des Klons pRSET-HCA1-445 inkubiert. Bindungen konnten durch
Immundetektionen mit Antikérpern gegen eines der ,Tags’ der Proteine nachgewiesen
werden. Die Experimente zeigten durch Bindung des aminoterminalen 54 kDa bzw. 62 kDa
groflen Fusionsproteins an C. elegans-Proteine reproduzierbar zwei Banden mit einem
geschitzten Molekulargewicht von 85 kDa bzw. 150 kDa (Abbildung 3.3 B).
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Abb. 3.3: Detektion spezifischer HC110-R-bindender Proteine auf einer Nitrozellulosemembran. (A) 7 bis
16%iges PAA-Gradientengel mit C. elegans-Proteinextrakt. (1) 25 pug (2) 50 ug (3) 100 pg. Als GroBenstandard
wurde der Marker PageRuler™ (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet (M). (B) Auftrennung
unterschiedlicher Mengen C. elegans-Proteinextrakt [25 pg (1), 50 pg (2), 100 pg (3)] auf einem 7,5%igen
PAA-Gel, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran, Renaturierung der Proteine und Inkubation mit
dem 54 kDa groBlen Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Immundetektion mit einem monoklonalen
Maus-anti-6xHis Primérantikorper (0,05 pg/ml) und einem Ziege-anti-Maus IgG Sekundérantikorper, konjugiert
mit Peroxidase (0,08-0,5 pg/ml). Detektiert werden konnte eine ca. 150 kDa groe und eine ca. 85 kDa grofe
Bande.

Kontrollexperimente ergaben jedoch, dass es sich bei der 85 kDa-Bande um die unspezifische
Bindung des Primérantikorpers (monoklonaler Maus-anti-6xHis-Antikorper) an ein Protein
aus C. elegans handeln muss. Eine Inkubation mit dem 21 kDa groflen carboxyterminalen
Fusionsprotein ergab die Detektion dieser ca. 85 kDa groflen Bande. Da es sich bei dem
carboxyterminalen Teil um den intrazelluliren Teil des Rezeptors handelt, sollte dieses
Experiment als Kontrolle dienen (Abbildung 3.4 A). In einem weiteren Versuch wurde die
Membran nach der Renaturierung direkt mit dem Primérantikorper inkubiert, um zu
iiberpriifen, ob es sich bei der 85 kDa groen Bande um eine unspezifische Bindung des



3. Ergebnisse 64

Antikorpers an ein C. elegans-Protein handelt. Dies konnte bestétigt werden (Abbildung 3.4
B).

~85kDa —p
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Abb. 3.4: Detektion spezifischer HC110-R-bindender Proteine auf einer Nitrozellulosemembran.
(A) Auftrennung verschiedener Mengen C. elegans-Proteinextraktes [25 pg (1), 50 pg (2), 100 pg (3)] auf einem
7,5%igen PAA-Gel, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran, Renaturierung der Proteine und
Inkubation mit dem 21 kDa groBen Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA797-986 als Negativkontrolle.
Immundetektion mit einem monoklonalen Maus-anti-6xHis Primédrantikoérper (0,05 pg/ml) und einem Ziege-
anti-Maus IgG Sekundirantikdrper, konjugiert mit Peroxidase (0,08-0,5 pg/ml). Detektiert werden konnte eine
ca. 85 kDa grofle Bande. (B) Auftrennung unterschiedlicher Mengen von C. elegans-Proteinextrakt [25 pg (1),
50 pg (2), 100 ug (3)] auf einem 7,5%igen PAA-Gel, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran,
Renaturierung der Proteine. Immundetektion mit einem monoklonalen Maus-anti-6xHis Priméirantikérper (0,05
pg/ml) und einem Ziege-anti-Maus IgG Sekundérantikorper, konjugiert mit Peroxidase (0,08-0,5 pg/ml) zur
Uberpriifung unspezifischer Bindungen des Primérantikorpers. Detektiert werden konnte eine ca. 85 kDa groB3e
Bande.

3.2.2 2D-Bindungsexperimente und M assenspektrometrie

In weiteren Experimenten wurden unterschiedliche Mengen C. elegans-Proteinextrakt
prézipitiert und eine 2D-Elektrophorese durchgefiihrt. Die zweite Dimension erfolgt unter
Verwendung von Gradientengelen, gefolgt von einem Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran. Die Membranen wurden renaturiert und mit dem 62 kDa grof3en
Fusionsprotein des Klons pASK44-HCA22-535 inkubiert. Bindungen an C. elegans-Proteine
wurden durch Immundetektion mit einem Anti-Strep-Tactin-Antikérper bzw. einem Anti-
6xHis-Antikorper nachgewiesen. Mit beiden Antikdrpern konnten reproduzierbar zwei
Protein-,Spots’ mit einem ungefdhren Molekulargewicht von 70 kDa nachgewiesen werden.
Die beiden Protein-,Spots’ (Abbildung 3.5 A+B; ,Spot 1’ und ,Spot 2’) wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und massenspektroskopisch analysiert. Die Daten konnten eindeutig durch
Abgleich mit der gesamten Sequenzdatenbank des NCBI (,National Center of Biotechnology
Information’, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html) identifiziert werden. Bei ,Spot 1’

handelte es sich um Vit-6 (,yolk protein vittelogenin structural gene’) aus C. elegans mit
einem pl von 6,8 und einem Molekulargewicht von 193,2 kDa.
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Abb. 3.5: Detektion spezifischer HC110-R-bindender Proteine auf einer Nitrozellulosemembran einer 2D-
Elektrophorese. (A) Mit einer kolloidalen Coomassie-Féarbung (Neuhoff e al., 1988) gefirbtes 5 bis 12%iges
Gradientengel. 2-D-Auftrennung von 400 pg C. elegans-Proteinextrakt. Markiert sind ,Spot 1’ und ,Spot 2’, die
zur massenspektroskopischen Analyse ausgeschnitten, gewaschen und getrocknet wurden. (B) 2-D-Auftrennung
von 400 pg C. elegans-Proteinextrakt, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran, Renaturierung und
Inkubation mit dem 62 kDa groBen Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Immundetektion mit einem
monoklonalen Maus-anti-Strep-Tactin Primérantikérper (0,25 pg/ml) und einem Ziege-anti-Maus IgG
Sekundérantikdrper, konjugiert mit Peroxidase (0,08-0,5 pg/ml). Detektiert werden konnten zwei ca. 70 kDa
grof3e Protein-,Spots’ (,Spot 1’ und ,Spot 2°).

Es bildet die zwei Spaltprodukte ypl15 und yp88. Detektiert wurde das 88 kDa grof3e
Spaltprodukt yp88. ,Spot 2’ wurde als Daf-21 (,heat shock protein, abnormal Dauer
formation”) identifiziert. Daf-21 hat einen pl von 5,0 und ein Molekulargewicht von 80,3 kDa.
In einigen Versuchen konnte zusétzlich noch ein weiterer Protein-,Spot’ auf der gleichen
Hohe, sowohl mit einem Maus-anti-6xXHis-Antikdrper als auch mit einem Maus-anti-Strep-
Tactin-Antikorper, detektiert werden (Abbildung 3.6 A+B; ,Spot 13°).
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Abb. 3.6: Detektion spezifischer HC110-R-bindender Proteine auf einer Nitrozellulosemembran einer 2D-
Elektrophorese. (A) Mit einer kolloidalen Coomassie-Féarbung (Neuhoff et al., 1988) geférbtes 5 bis 12%iges
Gradientengel. 2-D-Auftrennung von 600 pug C. elegans-Proteinextrakt. Markiert ist der Protein-,Spot’ ,Spot
13°, der zur massenspektroskopischen Analyse ausgeschnitten, gewaschen und getrocknet wurde. (B) 2-D-
Auftrennung von 600 pg C. elegans-Proteinextrakt, Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran,
Renaturierung und Inkubation mit dem 62 kDa groBen Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445.
Immundetektion mit einem monoklonalen Maus-anti-Strep-Tactin (0,25 pg/ml) und einem Ziege-anti-Maus IgG
Sekundérantikdrper, konjugiert mit Peroxidase (0,08-0,5 pg/ml). Detektiert werden konnte ein ca. 70 kDa grof3er
Protein-,Spot’ (,Spot 137).
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Die massenspektroskopische Analyse ergab eindeutig, dass die sequenzierten Peptide eine
hohe Homologie zu einer cytosolischen Komponente der Familie der Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase aus C. elegans aufweisen. Das Protein weist einen pl von 5,8 auf und hat ein
Molekulargewicht von 73,4 kDa.

3.2.3 Bindungsexperimente an M agnetpartikeln

Neben Bindungsexperimenten an Nitrozellulosemembranen wurden auch Bindungsversuche
an Magnetpartikeln durchgefiihrt, um potentielle Bindungspartner des Rezeptors HC110-R zu
identifizieren. Das Fusionsprotein des Klons pASK44-HCA22-535 wurde chemisch (200 bis
250 pg) oder mittels seines 6xHis-,Tags’ (200 bis 250 pg) an Magnetpartikel gebunden, mit
3,5 bis 12,4 mg C. elegans-Proteinextrakt inkubiert, gewaschen und gebundene Proteine
wurden eluiert. Als Negativkontrolle fungierten ungebundene Magnetpatikel. Die Eluate
wurden entsalzt und mit Hilfe eines Gradientengels oder einer SDS-PAGE nach Schédgger und
von Jagow (1988) elektrophoretisch aufgetrennt (nicht gezeigt). Die Gele wurden einer
Silberfarbung unterzogen und mehrere Banden massenspektroskopisch analysiert. Sicher
nachgewiesen werden konnte jedoch bei jeder Analyse nur humanes Keratin. Nach
Eliminierung aller gemessenen Keratinmassen konnten die iibrigen Daten keinem C. elegans-
Protein eindeutig zugeordnet werden. Da mit Silberfirbungen noch geringe Proteinmengen
von <1 ng nachgewiesen werden konnen, stof3t man eventuell hier an die Nachweisgrenzen
der Massenspektroskopie.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden 10 bis 20 pg des Fusionsproteins des Klons
pRSET-HCA1-445 chemisch an Magnetpartikel gebunden und lediglich Proteine des C.
elegans-Proteinextrakts <10 kDa (60 bis 160 pg) fiir Bindungsexperimente eingesetzt. Die
Eluate wurden vollstindig massenspektroskopisch analysiert. Es war jedoch auch in diesem
Versuchsansatz nicht moglich, Bindungspartner des aminoterminalen Teils des Rezeptors
HC110-R zu identifizieren. Die Eluate enthielten keine ausreichende Menge an Proteinen
oder Peptiden fiir einen Nachweis.

3.3 Heterologe Expression von Daf-21 in E. coli

Die Bindung des Hitzeschockproteins Daf-21 an den aminoterminalen Teil des Rezeptors
HC110-R wurde in verschiedenen Versuchsansitzen liberpriift. Zu diesem Zweck wurde Daf-
21 in einen E. coli-Expressionsvektor  kloniert, exprimiert und  mittels
Metallaffinitidtschromatographie aufgereinigt. Die Klonierung erfolgte mit Hilfe eines
Klonierungssystems der Firma Invitrogen (Karlsruhe) unter Verwendung des Vektors
pET100/D-TOPO. Das benétigte Fragment wurde unter Verwendung eines Templats der
Arbeitsgruppe David et al. (2003; Tabelle 3.2) mit dem Oligonukleotidpaar pET100-DAF21-
for/pET100-DAF21-rev amplifiziert und das 2113 bp groBle Fragment gerichtet in den Vektor
kloniert. Die Ligation des PCR-Fragments im richtigen Leseraster in den Vektor resultierte in
einer Fusion mit einem aminoterminalen 6XHis-,Tag’ und einem Xpress-,Tag’. Der
pET100/D-TOPO-Vektor steht unter der Kontrolle eines T7/ac-Promotors. Die T7 RNA-
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Polymerase, die spezifisch den Promotor erkennt, wird durch den E. coli-Stamm BL21 (DE3)
bereitgestellt und kann mittels IPTG induziert werden.

Tab. 3.2: Konstrukte zur heterologen Expression von Daf-21in E. coli

Bezeichnung Vektor Oligonukleotide Position des Grole | Bezugs
des Fragmentsin des quelle
Konstrukts der HC110-R- | Fusions-
cDNA/Protein | proteins
Nt AS
pcDNA- pcDNA3.1 David et
DAFA1-702 (+/-) al., 2003
pET-DAFAIL- | pET100/D- | pET100-DAF21-for/ | 405- 1-702 | 84 kDa
702 TOPO pET100-DAF21-rev | 2401

Das Fusionsprotein des Klons pET-DAFA1-702 konnte erfolgreich exprimiert werden
(Abbildung 3.7 A). Die Expression wurde mit einer Immundetektion mit einem Maus-anti-
Hsp90 Primirantikorper und einem Ziege-anti-Maus Sekundérantikorper bestitigt (Abbildung
3.7 B). Die Aufreinigung des loslichen Fusionsproteins erfolgte unter nicht denaturierenden
Bedingungen mit Hilfe einer Metallaffinitdtschromatographie. Die Reinheit wurde mittels
einer SDS-PAGE iiberpriift (Abbildung 3.7 C).
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Abb. 3.7 Expression des Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702. (A) Expression des Fusionsproteins
des Klons pET-DAFA1-702. SDS-Page eines 10%igen Gels mit E. coli-Gesamtproteinen einer mit 1 mM IPTG
induzierten Expressionskultur des 84 kDa Fusionsproteins. (B) Immundetektion der Expression des
Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702 mit einem Anti-Hsp-90-Antikorper. E. coli-Gesamtproteine einer
Expressionskultur des 84 kDa Fusionsproteins wurden elektrophoretisch auf einem 10%igen PAA-Gel
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und das Fusionsprotein mit einem monoklonalen Maus-
anti-Hsp90 Primédrantikdrper (1 pg/ml) und einem Ziege-anti-Maus IgG Sekundirantikorper, konjugiert mit
Peroxidase (0,08-0,5 pug/ml), detektiert. (C) Metallaffinitdtschromatographisch aufgereinigtes und entsalztes
Eluat (5 pg) des 84 kDa grof3en Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702.

3.3.1 Daf-21 alspotentieller Ligand des RezeptorsHC110-R

Das in E. coli exprimierte und chromatographisch aufgereinigte Fusionsprotein des Klons
pET-DAFA1-702 wurde in vitro auf eine Bindung an den aminoterminalen Teil des Rezeptors
HCI110-R untersucht. In einem Bindungsexperiment mit Magnetpartikeln wurden 10 pg
metallaffinitaitschromatographisch gereinigtes Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445
chemisch an Carboxyl-Magnetpartikel gebunden und diese im mindestens &quimolaren
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Verhidltnis mit dem aufgereinigten Fusionsprotein des Klons pET-DAFAI-702 inkubiert.
Abbildung 3.8 zeigt das Ergebnis dieses Versuchsansatzes.

Abb. 3.8: Bindungsexperimente des Fusionsproteins des
Klons pET-DAFA1-702 an den aminoterminalen Teil des
Rezeptors HC110-R. 10 pug des Fusionsproteins des Klons
pRSET-HCA1-445 wurden chemisch an Magnetpartikel
gekoppelt und diese iiber Nacht mit einer &quimolaren
Menge des Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702 bei 4
°C inkubiert (1). Als Kontrolle wurde ein entsprechendes
Aliquot ungekoppelter Magnetpartikel eingesetzt (2). Eluiert
wurde mit 1 X RotiLoad-Ladungspuffer (Roth, Karlsruhe) bei
einer 5 miniitigen Inkubation bei 100 °C. Elektrophoretische
Auftrennung auf einem 5 bis 16%igen Gradientengel. Als
GroBenstandard diente der Marker PageRuler™ (MBI
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) (M).

Das Fusionsprotein des Klons pET-DAFAI1-702 zeigt eine starke unspezifische
Wechselwirkung mit der Oberfliche der Magnetpartikel, da auch die Kontrolle
(Magnetpartikel ohne Fusionsprotein) eine Bande in Hohe des Fusionsproteins aufweist. Die
Banden beider Proben scheinen ungefdhr die gleiche Proteinmenge zu enthalten. Eine zweite
kleinere Bande (ca. 50-60 kDa) erscheint aulerdem in beiden Proben. Es konnte sich um ein
Degradationsprodukt des 84 kDa-Fusionsproteins handeln. Ebenso wire denkbar, dass diese
Bande durch eines der verunreinigenden Proteine der Aufreinigung des Fusionsproteins zu
Stande gekommen ist, welches stark unspezifisch an die Oberfliche der Magnetpartikel
bindet. Da auch bei der Immundetektion mit einem Maus-anti-Hsp90-Antikorper der
Gesamtproteine einer E. coli-Expressionskultur des 84 kDa-Fusionsproteins eine schwache
Bande in dieser GroBe zu sehen war, kann dies auf ein Degradationsprodukt hinweisen. Es
wire auch moglich, dass es sich um BSA handelt. Dieses wurde zur Blockierung verwendet
und hat eine GroBe von ca. 60 kDa. Aufgrund der starken unspezifischen Bindung des
Fusionsproteins an die Matrix der Magnetpartikel ist dieser Ansatz fiir die gegebene
Fragestellung nicht geeignet. Aus diesem Grund wurde in weiteren Versuchen auf eine
sensitivere Methode zuriickgegriffen, die eine Unterscheidung der spezifischen von der
unspezifischen =~ Komponente  der  Bindung  ermdglichte. ~ Mit  Hilfe  der
Oberflichenplasmonresonanz-Technologie konnte eine spezifische Interaktion von Daf-21
und HC110-R in vitro bestitigt werden (Kapitel 3.4.10).
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3.4 Potentielle Liganden des RezeptorsHC110-R

Die Methode der Oberflichenplasmonresonanz bietet fiir Bindungsstudien einige Vorteile.
Bindungsreaktionen konnen in Echtzeit verfolgt werden, die Detektion bendtigt keine
zusitzlichen Markierungen und die Sensorchips kdnnen wiederverwendet werden. Zusétzlich
ist ein flexibles experimentelles Design und eine schnelle Durchfiihrbarkeit und Analyse
gewéhrleistet.

3.4.1 Kopplungseffizienz des HC110-R Fusionsproteins an den CM 5-Sensor chip

Das 54 kDa grofie Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445 wurde kovalent mit Hilfe
einer Aminkopplung an einen CMS5-Sensorchip gebunden. Abbildung 3.9 zeigt exemplarisch
die Beladung der Flusszelle des Sensorchips mit 6580 RU (6580 pg Protein pro mm?, da
1 RU=1 pg Protein pro mmz; ,Biatechnology Handbook’, Version AB, 1998, Biacore,
Freiburg) des Fusionsproteins. Der Ligandenbindungslevel lag je nach Experiment zwischen
1000 und 14000 RU. Einmal beladene Sensorchips wurden zum Teil an aufeinander
folgenden Messtagen mehrfach verwendet. Zu diesem Zweck wurde der Sensorchip unter
kontinuierlichem Pufferfluss, bei geringer Fliefgeschwindigkeit und einer Temperatur von
25 °C iiber Nacht im Messgerit gelagert. Die Qualitdt des Liganden litt nachweislich nicht
unter dieser Lagerung.
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Abb. 3.9: Aminkopplung des Fusionsproteins des Klons pRSET-HCA1-445 an einen CM 5-Sensor chip: Die
Aktivierung der Oberflache erfolgte durch Zugabe eines 1:1-Gemisches von EDC (75 mg/ml) und NHS (115
mg/ml) (a), gefolgt von der Injektion des 54 kDa groBen Fusionsproteins (b). Eine Inaktivierung erfolgte mit
Ethanolamin (c). Die Flussrate betrug wihrend der gesamten Bindereaktion 5 pl/min. Es gelang eine Beladung
des Sensorchips mit 6580 RU.
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3.4.2 Bindungder Neuropeptide PF1, PF2, AF11 (flp-1)

Mit dem Fusionsprotein des Klons pPRSET-HCA1-445 beladene CMS5-Sensorchips wurden fiir
Bindungsanalysen mit verschiedenen Neuropeptiden aus Nematoden eingesetzt. Die
Neuropeptide wurden als Analyt in Losung tlber die Chipoberfliche geleitet und ihre
Assoziation und Dissoziation an den aminoterminalen Teil des Rezeptors HC110-R (Ligand)
fiir jeweils 3 min, in Echtzeit, verfolgt. Die Konzentration des Analyten wurde variiert. Jede
Messserie  wurde mindestens dreimal an unterschiedlichen Messtagen und unter
vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt. Die Vorgehensweise bei der Auswertung der
Messserien wurde im Kapitel 2.12.4 anhand der Bindung des Neuropeptids PF2 ausfiihrlich
erliutert. Sofern ein Bindungsmodell angepasst und somit kinetische Parameter der
Bindereaktion ermittelt werden konnten, wird dieses filir die entsprechenden Peptide in den
folgenden Kapiteln gezeigt und bewertet. Im Anhang dieser Arbeit sind die wichtigsten
Grundlagen tiber Bindungskinetiken zusammengefasst und erldutert.

Das Neuropeptid PF2 wird in C. elegans von dem als fIp-1 bekannten Gen kodiert. Anhand
unterschiedlicher Messserien konnte gezeigt werden, dass bei einem Ligandenbindungslevel
von 3000 RU noch bei einer Analytenkonzentration von 5 pM eine Bindung von PF2 an den
Rezeptor nachgewiesen werden kann. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in den
Abbildungen 3.10 (A) bis (D) zusammengefasst. Abbildung 3.10 (A) zeigt die Bindung von
400 uM PF2 an eine mit 3180 RU beladene Oberfliche (rot) bzw. die Kontrollmessung an
einer ungekoppelten Oberflache (blau). In Abbildung 3.10 (B) ist die Bindungskurve nach
Subtraktion der Referenz wiedergegeben. Entsprechend zeigen die Abbildung 3.10 (C) und
(D) die Bindung von 5 pM PF2 unter den gegebenen Bedingungen. Des Weiteren konnte
festgestellt werden, dass bei einem Ligandenbindungslevel im Bereich von 8000 RU auch bei
Injektion des Analyten von 500 nM noch eine Bindung detektiert werden konnte.
Zusammengestellt sind die Ergebnisse der Bindung von PF2 an eine mit 7735 RU beladene
Oberfldache in den Abbildung 3.10 (E) bis (H). Die Abbildung 3.10 (E) und (F) zeigen die
Bindung von 400 uM PF2 an das 54 kDa groB3e Fusionsprotein. In den Abbildung 3.10 (G)
und (H) sind die Daten der Bindung von 500 nM des Analyten unter diesen Bedingungen
gezeigt.

Fiir die Bindung des Neuropeptids PF2 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein von HC110-R
konnte mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BlAevaluation 4.1’ zudem ein Bindungsmodell
angepasst und kinetische Parameter ermittelt werden. Verwendet wurde eine Messserie mit
den Analyten-Konzentrationen 400 uM, 200 uM, 130 uM, 100 uM, 80 uM, 70 uM, 60 uM,
50 uM und 40 puM. Die Auswertung der Daten und die Bewertung des Modells wurden
ausfiihrlich in Kapitel 2.12.4 beschrieben. Das an die Messwerte angepasste Modell
(Abbildung 3.11 A) wurde in mehreren Schritten visuell und nummerisch bewertet. Die
visuelle Kontrolle zeigte keine systematischen Fehler. Abbildung 3.11 (B), eine graphische
Darstellung zur visuellen Bewertung des Modells, verdeutlicht, dass das angepasste Model in
einigen Datenpunkten bis zu 25 RU von den Messwerten abweicht. Fiir die vorliegenden
Messungen ist das angepasste Modell somit zufriedenstellend, jedoch nicht optimal.
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Abb. 3.10: Bindung des Neuropeptids PF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3180 RU A-D; 7735 RU E-H) und Konzentrationen zwischen 400 uM und 500 nM des
Analyten PF2 im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,.,,-Wert betrdgt 62 RU (A-D)
bzw. 143 RU (E-H). Als Referenzoberfliche diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die
Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM PF2 an das Fusionsprotein
(rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene
Kurve. In Abbildung (C) und (D) wird entsprechend die Bindung von 5 pM PF2 an das 54 kDa grofe
Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die Bindung von 400 uM PF2 an eine Flusszelle mit einem
Ligandenbindungslevel von 7735 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau). Dargestellt ist zudem die
durch Abzug der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F). Abbildungen (G) und (H) zeigen entsprechend die
Bindung von 500 nM PF2.
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Tabellen 3.3 fasst die angepassten bzw. berechneten Parameter des Modells zusammen. Der
Chi*-Wert fiir den vorliegenden Fall liegt mit 11 deutlich iiber dem optimalen Wert von
hochstens 2. Er kann aber als akzeptabel beurteilt werden.

A B
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Abb. 3.11: Bindung des Neuropeptids PF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
durch Subtraktion der Kontrollkurven korrigierten Bindungskurven wurden fiir die Berechnung eines
Bindungsmodells mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1°, mit einer Bindungsstochiometrie von
1:1, verwendet. Die schwarzen Kurven stellen das angepasste Modell dar. 400 uM (dunkelrot), 133 uM (blau),
100 uM (rot), 80 uM (rosa), 50 uM (dunkelblau) und 40 uM (dunkelgriin). Abbildung (B) zeigt die Differenz
der experimentellen Datenpunkte zu den errechneten Datenpunkten. Die Graphik wird in der
Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1 als optische Hilfe zur Bewertung der Qualitit einer Anpassung als
,Residual Plot’ berechnet.

Der theoretische Ry.x-Wert fiir die hier vorliegende Messung betrdgt 122 RU. Der durch
Anpassung des Modells bestimmte Wert von 214 RU iiberschreitet diesen Wert um 75 %. Die
Betrachtung der Standardfehler und T-Werte im vorliegenden Fall sprechen fiir signifikante
und somit verldssliche Werte.

Tab. 3.3: Bindung des Neuropeptids PF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Die Tabelle
zeigt die zu obigem Modell (Abbildung 3.11 A) von der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1’ berechneten
bzw. angepassten Parameter und die dazugehorigen Werte des T-Tests (T) und die Standardfehler (SE).

Konzentration Analyt Rl (RU) T (RI) SE (RI)
400 uM 130 220 0,6
133 M 374 100 0,4
100 pM 22,9 68 0,3
80 uM 10,9 34,7 0,3
50 uM -0,8 2.8 0,2
40 uM -4.6 -16,9 0,3

ka(M™7s? kq(s? Rmax (RU) Ka (M7
21 0,01 214 1,9x10°
T (ka) T (kd) T (Rmax) Kb (M)
33,2 95 44.6 5,3%x10™
SE (ka) SE (ko) SEI(RA) Chi’
0,6 1,2x10™ 4,8 11

Die Assoziationsratenkonstante von 21 M™'s™ beschreibt eine sehr langsame Komplexbildung
zwischen Ligand und Analyt. Die Dissoziationsratenkonstante von 0,01 s™' beschreibt eine
sehr schnelle Dissoziation. AbschlieBend wurden die errechneten Kp-Wert des Modells
betrachtet. Der Kp-Wert ist ein MalB} fiir die Affinitdt der Bindung. Er sollte nicht grofer als
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die Hilfte der hochsten Konzentration (hier: 2 x 10™ M) sein. Dies ist im vorliegenden Fall,
mit einem Kp-Wert von 5,3 x 10™ M, jedoch nicht gegeben. Es kann somit anhand der
ermittelten Daten abgeleitet werden, dass es sich um eine sehr schwache Bindung des
Neuropeptids PF2 an das aminoterminale Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R handelt.

Das Neuropeptid PF1, mit einem Molekulargewicht von 993 Da, zeigte ebenfalls eine
deutliche Bindung an das 54 kDa grofle Fusionsprotein. Gemessen wurden die
Konzentrationen 400 uM, 125 uM, 100 uM, 50 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM, 800 nM
und 500 nM. Bei Messungen im Bereich eines Ligandenbindungslevels von 9000 bis 10000
RU, und somit einem theoretischen R.-Wert zwischen 165 und 183 RU, kam es auch bei
einer Analytenkonzentration von 500 nM noch zu einer messbaren Bindung.
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Abb. 3.12: Bindung des Neuropeptids PF1 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden und Konzentrationen des Analyten PF1 zwischen 400 uM und 500 nM im Laufpuffer
BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische Ry,,-Wert betrdgt 180 RU. Als Referenzoberflache diente eine
ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt
die Bindung von 400 uM PF1 an das Fusionsprotein (rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B)
zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In Abbildung (C) und (D) wird entsprechend die
Bindung von 500 nM PF1 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein wiedergegeben.

Abbildung 3.12 (A) zeigt die Injektion von 400 uM des Neuropeptids PF1 {iber eine mit 9721
RU beladen Flusszelle (rot) bzw. iiber die unbeladene Referenzoberflache (blau). Abbildung
3.12 (B) zeigt die durch Subtraktion der Kontrolle korrigierte Messkurve. Der theoretische
Rimax-Wert dieser Messserie wurde nach obiger Gleichung ermittelt und betrdgt 180 RU. Der
Analyt zeigte auch noch mit einer Konzentration von 500 nM eine deutliche Bindung an das
aminoterminale Fusionsprotein des Rezeptors. Abbildung 3.12 (C) zeigt im Vergleich zu der
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Referenzkurve (blau) eine Assoziation (rot). Auch die Dissoziationsphase unterscheidet sich
bei einer Konzentration von 500 nM noch eindeutig von der Referenz.

Das 1492 Da groBe Neuropeptid AF11 zeigte bei allen gemessenen Konzentrationen
(400 uM, 125 uM, 100 uM, 50 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM, 800 nM und 500 nM) eine
Bindung an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein von HC110-R. Messungen fanden in einem
Bereich des Ligandenbindungslevels zwischen 5500 und 11000 RU (theoretischer Ryax 152
bis 305 RU) statt. In Abbildung 3.13 sind einige reprisentative Messdaten zusammengestellt.
Abbildung 3.13 (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF11 an eine mit 10699 RU beladene
Flusszelle (rot) und die dazugehorige Kontrolle (blau). In Abbildung 3.13 (B) wird das
Ergebnis der Subtraktion der Referenz von der Bindungskurve wiedergegeben. Entsprechend
zeigen die Abbildung 3.13 (C) und (D) die Bindung von 500 nM des Neuropeptids an die mit
dem Fusionsprotein beladene Oberfliche (rot), die Kontrolle (blau) und die korrigierte
Bindungskurve.
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Abb. 3.13: Bindung des Neuropeptids AF11 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (10699 RU) und Konzentrationen des Analyten AF11 zwischen 400 uM und 500 nM im
Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,,,-Wert betragt 111 RU. Als Referenzoberfldche
diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder.
Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF11 an das Fusionsprotein (rote Kurve). Die Kontrolle ist in
blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In Abbildung (C) und
(D) wird entsprechend die Bindung von 500 nM AF11 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein wiedergegeben.

3.4.3 Bindung des Neuropeptids AF5 (flp-4)

Das Neuropeptid AF5 (flp-4) hat ein Molekulargewicht von 1050 Da. Bindungsstudien
zeigten bei Verwendung des Laufpuffers BIACORE-Puffer I eine starke unspezifische
Bindung an die Matrix des Sensorchips.
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Abb. 3.14: Bindung des Neuropeptids AF5 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3240 RU A+B; 4278 RU C-F; 10439 RU G-J) und Konzentrationen des Analyten AF5
zwischen 400 uM und 500 nM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I bzw. BIACORE-Puffer II gemessen. Die
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theoretischen R,,,,-Werte betragen 63 RU (A-B), 83 RU (C-F) und 202 RU (G-J). Als Referenzoberfliche diente
eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A)
zeigt, dass das Neuropeptid AF5 in einem Laufpuffer ohne NaCl (BIACORE-Puffer 1) eine starke unspezifische
Bindung an die Referenzoberflache aufweist. Die rote Bindungskurve zeigt die Bindung von 400 uM AF5 an das
Fusionsprotein unter diesen Bedingungen. In blau dargestellt ist die unspezifische Bindung an die ungekoppelte
Oberfldache. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. Aus diesem Grund wurde
fiir die Bindungsanalyse des Peptids AFS5 ein Laufpuffer mit 300 mM NaCl verwendet (BIACORE-Puffer II).
Die Abbildungen C-J zeigen die Ergebnisse dieser Messungen. Abbildung (C) gibt die Bindung von 400 pM
AFS5 an das Fusionsprotein wieder (rote Kurve). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (D) zeigt die
durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In Abbildung (E) und (F) wird entsprechend die Bindung von
20 uM AFS an das 54 kDa grofBe Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (G) zeigt die Bindung von 400 pM
AF5 an eine Flusszelle mit einem Ligandenbindungslevel von 10439 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle
(blau). Dargestellt ist zudem die durch Abzug der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (H). Abbildungen (I) und
(J) zeigen entsprechend die Bindung von 500 nM AFS5.

Unter diesen Pufferbedingungen waren die Messungen nicht auswertbar. Abbildung 3.14 (A)
zeigt die Bindung von 400 uM AFS5 an das 54 kDa grofle Fusionsprotein unter diesen
Pufferbedingungen. In rot dargestellt ist die Bindung an eine mit 3240 RU beladene
Oberfliche, in blau die Kontrolle. Zur Minimierung der unspezifischen Bindung, wurde
deshalb dem Laufpuffer 300 mM Natriumchlorid hinzugesetzt (BIACORE-Puffer II). Die
Ergebnisse dieser Messungen lassen sich somit nicht direkt mit den Ergebnissen der anderen
Neuropeptide vergleichen. Die Konzentration des Analyten lag zwischen 400 pM und 500
nM. Bei Messungen mit einem Ligandenbindungslevel im Bereich von 4000 RU konnte bis
zu einer Konzentration von 20 uM eine Bindung des Neuropeptids an das Fusionsprotein
festgestellt werden. Dieses ist in den Abbildungen 3.14 (C) bis (F) wiedergegeben. Die
Abbildungen 3.14 (C) und (D) zeigen die Bindung von 400 uM AFS5 an eine mit 4278 RU
beladene Oberfliche und die Referenz. Entsprechend stellen die Abbildungen 3.14 (E) und
(F) die Bindung von 20 uM des Neuropeptids unter diesen Bedingungen dar. Mit einem
Ligandenbindungslevel im Bereich von 10000 bis 10500 RU kam es sogar noch mit einer
Konzentration von nur 500 nM AF5 zu einer deutlich messbaren Bindung. In Abbildungen
3.14 (G) und (H) ist die Bindung von 400 uM AFS5 an eine mit 10439 RU beladene
Oberflache und die gemessene Kontrolle respektive die korrigierte Bindungskurve gezeigt.
Die Abbildungen 3.14 (I) und (J) stellen die deutliche Bindung von 500 nM AFS5 und die
entsprechende Referenz dar.

3.4.4 Bindung des Neuropeptids PF3 (flp-6)

Das von dem Gen fIp-6 kodierte Neuropeptid PF3 (900 Da) wurde ebenfalls mit
Konzentrationen zwischen 400 pM und 500 nM auf eine Bindung an den aminoterminalen
Teil von HCI10-R iberpriiftt Bei Untersuchungen in einem Bereich des
Ligandenbindungslevels von 3500 bis 5000 RU kam es bis zu einer Konzentration von 20 uM
zu einer Bindung zwischen Analyt und Ligand. In niedrigeren Konzentrationsbereichen
konnte eine Bindung unter den gegebenen Konditionen nicht mehr detektiert werden. In
Abbildung 3.15 sind einige der Originaldaten der Messungen dargestellt. Fiir die gezeigten
Messergebnisse konnte der theoretischer Ry,x—Wert von 86 RU berechnet werden.
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Abb. 3.15: Bindung des Neuropeptids PF3 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (5165 RU A-D; 14299 RU E-H) und Konzentrationen des Analyten PF3 zwischen 400 pM
und 500 nM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,..-Wert betrdgt 86 RU (A-D) bzw.
238 RU (E-H). Als Referenzoberfliche diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die
Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM PF3 an das Fusionsprotein
(rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene
Kurve. In den Abbildungen (C) und (D) wird entsprechend die Bindung von 20 uM PF3 an das 54 kDa grof3e
Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die Bindung von 400 uM PF3 an eine Flusszelle mit einem
Ligandenbindungslevel von 14299 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau). Gezeigt wird zudem die
durch Abzug der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F). Abbildungen (G) und (H) stellen entsprechend die
Bindung von 1 pM PF3 dar.



3. Ergebnisse 78

Abbildung 3.15 (A) zeigt die Bindung von 400 uM des Fusionsproteins PF3 an den 54 kDa
grolen Liganden (rot) bzw. an die Referenzoberfliche (blau). PF3 zeigt eine unspezifische
Bindung an die Referenzoberfldche, die jedoch durch Subtraktion der Kontrollkurve von der
Bindungskurve eliminiert werden konnte (Abbildung 3.15 B). Abbildung 3.15 (C) zeigt die
Bindung bei einer Konzentration von 20 uM (rot) mit der entsprechenden Kontrolle (blau).
Die korrigierte Bindungskurve ist in Abbildung 3.15 (D) dargestellt. In weiteren Messungen
konnte gezeigt werden, dass mit einem Ligandenbindungslevel von etwa 14000 RU sogar
noch bei einer Konzentration von 1 uM eine Bindung nachgewiesen werden konnte. In den
Abbildungen 3.15 (E) bis (H) sind die Ergebnisse aus einer Messserie mit einem
Ligandenbindungslevel von 14299 RU zusammengefasst. Dabei zeigen die Abbildungen (E)
und (F) die Bindung von 400 puM des Analyten an die beschriebene Oberfliche und die
dazugehorigen Kontrollen. Die Abbildungen 3.15 (G) und (H) zeigen die Bindung von 1 pM
PF3 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein.

Mit den Messdaten des Neuropeptids PF3 war es moglich mittels der Auswertungssoftware,
unter Annahme einer Bindungsstochiometrie von 1:1, ein Bindungsmodell anzupassen.
Vorgegangen wurde wie anhand des Neuropeptides PF2 im vorherigen Kapitel beschrieben.
In die Auswertung eingegangen sind die Bindungskurven der Konzentrationen 100 uM, 50
uM, 20 puM, 10 uM und 5 pM. Die Abbildung 3.16 (A) zeigt die ausgewdhlten
Bindungskurven und das angepasste Bindungsmodell (schwarz). Die visuelle Kontrolle des
Modells zeigt keine systematischen Fehler. Bei Betrachtung des ,Residual Plots’ (Abbildung
3.16 B) wird deutlich, dass das Modell in den meisten Datenpunkten nicht mehr als 8 RU von
den Messwerten abweicht. Die Anpassung kann somit in dieser Hinsicht als zufriedenstellend
betrachtet werden.
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Abb. 3.16: Bindung des Neuropeptids PF3 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
durch Subtraktion der Kontrollkurven korrigierten Bindungskurven wurden flir die Berechnung eines
Bindungsmodells mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1°, mit einer Bindungsstéchiometrie von
1:1, verwendet. Die schwarzen Kurven stellen das angepasste Modell dar. 100 uM (dunkelgriin), 50 uM (grau),
20 uM (blau), 10 uM (rot), 5 uM (rosa). Abbildung (B) zeigt die Differenz der experimentellen Datenpunkte zu
den errechneten Datenpunkten. Die Graphik wird in der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1” als optische
Hilfe zur Bewertung der Qualitdt einer Anpassung als ,Residual Plot’ berechnet.

Die angepassten bzw. errechneten Parameter des Modells sind in der Tabelle 3.4
zusammengefasst. Der Chi’-Test zeigt ebenfalls, mit einem Wert von 3,9 und somit ca. 6 %
des Rumax-Wertes, ein akzeptables Ergebnis. Bei der Entscheidung iiber die Verldsslichkeit der
angepassten bzw. errechneten Werte hilft die Betrachtung der Resultate des T-Tests und des
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Standardfehlers fiir jeden einzelnen Wert. Dabei fillt auf, dass diese fiir alle Werte nach den
oben genannten Kriterien signifikant sind, jedoch die Assoziationsratenkonstante (k,) kritisch
bewertet werden sollte. Es handelt sich mit einem Wert von 190 M™'s™ um eine sehr langsame
Assoziation. Die Dissoziationsratenkonstante (kg) beschreibt mit 0,03 s eine relativ schnelle
Dissoziation. Der theoretisch anhand obiger Formel berechnete R.x-Wert betrdgt 60 RU und
entspricht somit ungefahr dem mit 61,7 RU angegebenen Wert des Auswertungsprogrammes.
Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp kann flir dieses Modell nicht bewertet werden,
da sie sich aus dem Quotienten der Dissoziationsratenkonstante kg und der
Assoziationsratenkonstante k, ergibt. Da in diesem Fall der k,-Wert nicht als signifikant
bewertet werden konnte, ldsst sich somit auch keine verldssliche
Gleichgewichtsdissoziationskonstante bestimmen.

Tab. 3.4: Bindung des Neuropeptids PF3 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Die Tabelle
zeigt die zu obigem Modell (Abbildung 3.16) von der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1’ berechneten
bzw. angepassten Parameter und die dazugehorigen Werte des T-Tests (T) und die Standardfehler (SE).

Konzentration Analyt RI (RU) T (RI) SE (RI)
100 uM 354 632 0,6
50 uM 180 466 0,4
20 uM 58,6 237 0,2
10 uM 39,8 214 0,2

5 uM 18,8 118 0,2
ka(M?s? kq(s? Rumax (RU) Chi?
190 0,03 61,7 3,9
T (Ka) T (Kq) T (Rimax)
9,4 2,9x10! 12,5
SE (ka) SE (ka) SE (Rmax)
20,2 1,1x107 4,9

3.4.5 Bindung desNeuropeptids AF1 (flp-8)

Das Neuropeptid AF1, mit einem Molekulargewicht von 951 Da, wurde ebenfalls in
verschiedenen Konzentrationen (zwischen 500 nM und 400 pM) iiber eine mit dem 54 kDa
grolen Fusionsprotein beladene Flusszelle geleitet und auf eine Bindung untersucht. Bei
einem Ligandenbindungslevel von 3000 bis 4000 RU kommt es noch bis zu einer
Konzentration des Analyten von 1 puM zu einer Bindung. Zusammengestellt sind die
Ergebnisse in Abbildung 3.17 (A) bis (D). Wie in Abbildung 3.17 (A) zu sehen ist, kommt es
auch bei einer Konzentration von 400 pM nicht zu einer unspezifischen Bindung des
Neuropeptids an die Kontrolloberfliche (blau). Abbildung 3.17 (B) zeigt die Bindungskurve
nach Subtraktion der Kontrolle. Des Weiteren ist in Abbildung 3.17 (C) und (D) entsprechend
die Bindung bei einer Konzentration des Analyten von 1 uM zusammengestellt. Die
Abbildungen 3.17 (E) bis (H) zeigen einen weiteren Versuch mit einem deutlich héheren
theoretischen Rpa.x-Wert von 188 RU. Gezeigt wird auch hier die Bindereaktion bei einer
Analytenkonzentration von 400 uM (rot) an die mit dem Fusionsprotein beladene Oberfliche
mit der entsprechenden Referenz (blau) (E) und der korrigierten Bindungskurve in Abbildung
3.17 (F). Zu einer Bindung kommt es bei einem Ligandenbindungslevel von 10699 RU auch
noch bei einer Konzentration von 500 nM (Abbildung 3.17 G + H).
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Abb. 3.17: Bindung des Neuropeptids AF1 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3380 RU A-D; 10699 RU E-H) und Konzentrationen des Analyten AF1 zwischen 400
pM und 500 nM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,.x-Wert betrégt 60 RU (A-D)
bzw. 188 RU (E-H). Als Referenzoberflache diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die
Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF1 an das Fusionsprotein
(rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene
Kurve. In Abbildung (C) und (D) wird entsprechend die Bindung von 1 pM AF1 an das 54 kDa grofe
Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die Bindung von 400 uM AF1 an eine Flusszelle mit einem
Ligandenbindungslevel von 10699 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau). Gezeigt wird zudem die
durch Subtraktion der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F). Abbildungen (G) und (H) zeigen entsprechend
die Bindung von 500 nM AFI1.
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Die Auswertung der Bindungsdaten mittels der Auswertungssoftware machte zusitzlich die
Anpassung eines Bindungsmodells moglich. Die fiir die Anpassung verwendeten
Bindungskurven (125 uM, 100 uM, 50 uM, 20 uM und 5 pM) und das Modell sind in
Abbildung 3.18 (A) wiedergegeben. Zudem zeigt die Abbildung 3.18 (B) den ,Residual Plot’
zur visuellen Beurteilung des Modells. Das Modell weicht nur in sehr wenigen Datenpunkten
mehr als 10 RU von den Messpunkten ab und enthélt keine groBBeren systematischen Fehler.
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Abb. 3.18: Bindung des Neuropeptids AF1 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
durch Subtraktion der Kontrollkurven korrigierten Bindungskurven wurden flir die Berechnung eines
Bindungsmodells mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1°, mit einer Bindungsstéchiometrie von
1:1, verwendet. Die schwarzen Kurven stellen das angepasste Modell dar. 125 uM (griin), 100 uM (tiirkis), 50
M (dunkelblau), 20 pM (dunkelrot), 5 uM (dunkelgriin). Abbildung (B) zeigt die Differenz der experimentellen
Datenpunkte zu den errechneten Datenpunkten. Die Graphik wird in der Auswertungssoftware ,BIAevaluation
4.1 als optische Hilfe zur Bewertung der Qualitét einer Anpassung als ,Residual Plot’ berechnet.

Die angepassten bzw. errechneten Parameter des Modells sind in Tabelle 3.5
zusammengestellt. Als Ergebnis des Chi’*-Tests ist in der Tabelle der Wert 5,9 angegeben.
Dies entspricht etwa 17 % des angegebenen Ry,-Wertes von 34,9 RU. Er liegt damit fiir eine
sehr gute Anpassung deutlich iiber dem Richtwert von einem Prozent des Ruax-Wertes.

Tab. 3.5: Bindung des Neuropeptids AF1 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Die Tabelle
zeigt die zu obigem Modell (Abbildung 3.18) von der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1’ berechneten
bzw. angepassten Parameter und die dazugehorigen Werte des T-Tests (T) und die Standardfehler (SE).

Konzentration Analyt RI (RU) T (RI) SE (RI)
125 uM 131 202 0,6
100 pM 99,7 159 0,6
50 uM 41,9 74,6 0,6
20 uM -3.9 1,7 0,5

5 uM 5.4 13,7 0,4
ka(M™7s? kq(s? Rmax (RU) Ka (M7
4,6x10° 0,05 34,8 9,2x10*
T (ka) T (kd) T (Rmax) Kb (M)
18,2 3,8x10' 47 1,1x107

SE (ka) SE (ko) SEI(RA) Chi’

251 1,3x107 0,7 5,9

Die statistischen Verfahren zur Beurteilung der Signifikanz der Parameter, der T-Test und der
Standardfehler, bestétigen die Werte des Modells. Auch in diesem Fall beschreiben der k,-und
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k4-Wert eine sehr langsame Assoziation und eine schnelle Dissoziation. Der in der Tabelle
angegebene R.,-Wert von 34,8 RU liegt 47 % unter dem errechneten Ry,.x von 65 RU. Liegt
der gemessene Wert unter dem theoretischen Wert ist dies durchaus realistisch, da eine
100%ige Sittigung der Bindungsstellen meist nicht erreicht wird. AbschlieBend zeigt die
Betrachtung des Kp-Wertes, dass dieser mit 1,1x10° M kleiner als die Hilfte der hochsten
Konzentration (0,6x10* M) und somit durchaus realistisch ist. Er beschreibt jedoch eine
Reaktion mit sehr niedriger Affinitit.

3.4.6 Bindung des Neuropeptids AF19 (flp-13) und des synthetischen Kontrollpeptids
AF19random

Das Neuropeptid AF19, des C. elegans-Gens flp-13, hat ein Molekulargewicht von 1187 Da.
Seine Bindung an das 54 kDa grofle aminoterminale Ende des Rezeptors HC110-R wurde in
einer Reihe von Messungen untersucht. Es konnte dabei festgestellt werden, dass bei einem
theoretischen Rp,-Wert zwischen 133 und 222 RU unter den gegebenen Bedingungen noch
bei einer Konzentration von 500 nM AF19 eine deutliche Bindung detektiert werden konnte.
Messungen dieser Messserie sind exemplarisch in  Abbildung 3.19 (A) bis (D)
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Abb. 3.19: Bindung des Neuropeptids AF19 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (5567 RU) und Konzentrationen des Analyten AF19 zwischen 400 pM und 500 nM im
Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,,,-Wert betragt 180 RU. Als Referenzoberfldche
diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder.
Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 puM AF19 an das Fusionsprotein (rot). Die Kontrolle ist in blau
dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In den Abbildungen (C)
und (D) wird entsprechend die Bindung von 500 nM AF19 an das 54 kDa gro3e Fusionsprotein wiedergegeben.
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Abbildung 3.19 (A) zeigt in rot die Bindungskurve von 400 uM AF19 an die mit 6113 RU des
Liganden beladene Oberfliche und in blau die entsprechende Referenzkurve. In Abbildung
3.19 (C) ist die Bindungskurve nach Subtraktion der Kontrollkurve dargestellt. In den
weiteren Abbildungen ist die Bindung von 500 nM AF19 (rot) und die dazugehorige
Kontrolle (blau) zu erkennen. Korrigiert wurde die Bindungskurve ebenfalls durch
Subtraktion der Referenzkurve (D).
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Abb. 3.20: Bindung des synthetischen Kontrollpeptids AF19random an das Fusionsprotein des Klons
pPRSET-HCA1-445. Das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung
kovalent an einen CMS5-Sensorchip gebunden (5763 RU) und Konzentrationen des Analyten AF19random
zwischen 400 uM und 30 uM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,,x-Wert betragt
128 RU. Als Referenzoberfldache diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten
der Messungen wieder. Das Kontrollpeptid zeigte in allen Konzentrationen eine starke unspezifische, jedoch
keine spezifische Bindung an das Fusionsprotein und die Kontrolloberfliche. Abbildung (A) zeigt die Bindung
von 400 uM AF19random an das Fusionsprotein (rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt
die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In den Abbildungen (C) und (D) wird entsprechend die
Bindung von 200 uM AF19random an das 54 kDa groB3e Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die
Bindung von 30 puM AF19random (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau). Gezeigt wird zudem die durch
Subtraktion der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F).
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In einem Kontrollexperiment wurde die Bindung eines synthetischen Peptids an das 54 kDa
gro3e aminoterminale Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R untersucht. Zu diesem Zweck
wurden die Aminosduren des Neuropeptids AF19 in eine willkiirliche Reihenfolge gebracht
und das kiinstlich erzeugte Peptid (AF19random) in unterschiedlichen Konzentrationen
(400 uM bis 30 uM) auf eine Bindung untersucht. Die Messungen zeigten eindeutig, dass das
kiinstlich erzeugte Peptid eine sehr starke unspezifische Bindung an das Fusionsprotein und
die Kontrolloberfldche zeigte. Eine spezifische Bindung konnte nicht beobachtet werden. Die
Abbildungen 3.20 (A) bis (F) geben die Ergebnisse einer Messung mit einem theoretischen
Rumax-Wert von 128 RU wieder. Abbildung 3.20 (A) zeigt die unspezifische Bindung von 400
uM AF19random an das Fusionsprotein (rot) bzw. die Kontrolloberfliche (blau). In
Abbildung 3.20 (B) ist die Bindungskurve nach Subtraktion der Kontrolle dargestellt. Eine
Bindung ist nicht zu erkennen. Die Abbildungen 3.20 (C) bis (F) zeigen entsprechend die
Bindung von 200 pM respektive 30 uM des synthetischen Peptids AF19random. Auch in
diesen Konzentrationen konnte keine spezifische Bindung des Peptids AF19random an das 54
kDa grofe Fusionsprotein detektiert werden.

3.4.7 Bindung des Neuropeptids AF2 (flp-14)

Das Neuropeptid AF2 des Gens fIp-14 hat ein Molekulargewicht von 990 Da. Untersucht
wurde seine Bindung an das aminoterminale Ende des Rezeptors HC110-R mit einem
Bindungslevel des Liganden zwischen 3000 und 7000 RU. Die Abbildung 3.21 (A) zeigt
exemplarisch die Bindung von 400 uM AF2 an das 54 kDa groB3e Fusionsprotein (rot) und die
dazugehorige Kontrolle (blau). In Abbildung 3.21 (B) ist die durch Subtraktion der Kontrolle
korrigierte Bindungskurve zu erkennen. Auch 500 nM AF2 fiihrten zu einer, unter den
gegebenen Umsténden, noch messbaren Bindung an HC110-R (Abbildung 3.21 C+D). Der
theoretische Ry, dieser Messung betragt 103 RU.

Das an die Messdaten angepasste Bindungsmodell ist in Abbildung 3.22 (A) wiedergegeben.
Gezeigt werden die in die Auswertung eingegangenen Bindungskurven der gemessenen
Konzentrationen 125 uM, 100 uM, 50 uM, 10 uM und 5 pM. Die schwarzen Kurven geben
das Bindungsmodell wieder. Die visuelle Bewertung des Modells ist zufriedenstellend. Im
,Residual Plot’ (Abbildung 3.22 B) wird erkennbar, dass die Abweichungen des Modells von
den Messpunkten nur in sehr wenigen Féllen 15 RU iiberschreiten. Die Messdaten enthalten
aufgrund der Subtraktion der Kontrollen einige groBere Abweichungen, wodurch die Qualitét
der Anpassung zusitzlich negativ beeinflusst wird. In Tabelle 3.6 sind die ermittelten
Parameter des Modells zusammengefasst. Der Chi’-Test zur weiteren Beurteilung der
Anpassung des Modells ergab einen Wert von 70,7 und liegt somit {iber dem Ry,.x-Wert von
40,1 RU und ist deutlich zu hoch. Es sollte im Zweifel jedoch immer der visuellen Kontrolle
des Modells mehr Gewicht gegeben werden. Diese wurde als zufriedenstellend bewertet. Die
Betrachtung der T-Werte und Standardfehler in der Tabelle ldsst den Schluss zu, dass nach
obigen Kriterien die Parameter signifikant sind.
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Abb. 3.21: Bindung des Neuropeptids AF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (5567 RU) und Konzentrationen des Analyten AF2 zwischen 400 uM und 500 nM im
Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,,.,-Wert betragt 103 RU. Als Referenzoberfldche
diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder.
Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF2 an das Fusionsprotein (rot). Die Kontrolle ist in blau
dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In Abbildung (C) und (D)
wird entsprechend die Bindung von 500 nM AF2 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein wiedergegeben.
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Abb. 3.22: Bindung des Neuropeptids AF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
durch Subtraktion der Kontrollkurven korrigierten Bindungskurven wurden fiir die Berechnung eines
Bindungsmodells mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1°, mit einer Bindungsstochiometrie von
1:1, verwendet. Die schwarzen Kurven stellen das angepasste Modell dar. 125 pM (dunkelblau), 100 pM
(dunkelrot), 50 pM (magenta), 10 uM (dunkelgriin), 5 uM (grau). Abbildung (B) zeigt die Differenz der
experimentellen Datenpunkte zu den errechneten Datenpunkten. Die Graphik wird in der Auswertungssoftware

,BlAevaluation 4.1’ als optische Hilfe zur Bewertung der Qualitdt einer Anpassung als ,Residual Plot’
berechnet.
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Tab. 3.6: Bindung des Neuropeptids AF2 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Die Tabelle
zeigt die zu obigem Modell (Abbildung 3.22) von der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1’ berechneten
bzw. angepassten Parameter und die dazugehorigen Werte des T-Tests (T) und die Standardfehler (SE).

Konzentration Analyt Rl (RU) T (RI) SE (RI)
125 M 110 59,1 1,9
100 pM 75,4 41,7 1,8
50 uM 38,5 23,7 1,6
10 uM 29 222 1,3

5 uM 9,9 9.3 1,1
ka(M™sh kq(s?) Rmax (RU) Ka (M
2,4x10° 0,03 40,1 8,1x10*
T (ka) T (kd) T (Rmax) KD (M)
7,8 15,5 18,8 1,2x107
SE (Ka) SE (ka) SE (Rmax) Chi”
312 1,9x107 2,1 70,7

Jedoch trifft dies in diesem Fall nicht auf den k,-Wert zu, da der T-Wert kleiner als 10 ist. Die
Assoziationsratenkonstante kann unter Berufung auf die Statistik nicht als signifikant
eingestuft werden.Der ky-Wert kann hingegen als verldsslich bewertet werden und beschreibt
eine schnelle Dissoziation. Der theoretische Rpax-Wert fiir die vorliegende Reaktion liegt mit
61 RU etwa 35 % iiber dem ermittelten Wert. Er ist somit realistisch, da es meist nicht zu
einer 100%igen Sittigung aller Bindungsstellen der Oberfliche kommt. Der Kp-Wert ldsst
sich auch in diesem Fall, aufgrund der als nicht verldsslich bewerteten
Assoziationsratenkonstante, nicht bestimmen.

3.4.8 Bindungder Neuropeptide AF4, AF10, AF12 (flp-18)

Bindungsstudien mit dem 951 Da grof8en Neuropeptid AF4 ergaben in einem Bereich des
Ligandenbindungslevels zwischen 3000 und 12000 RU nur eine detektierbare Bindung mit
einer Analytenkonzentration von mindestens 50 uM. Exemplarisch zeigt die Abbildung 3.23
(A) die Bindung von 400 uM an eine Oberflache mit einem Ligandenbindungslevel von 3524
RU (rot) und die dazugehodrige Kontrolle (blau). Abbildung 3.23 (B) zeigt die durch
Subtraktion der Kontrolle korrigierte Bindungskurve. Entsprechend ist in den Abbildungen
3.23 (C) und (D) die Bindung von 50 uM wiedergegeben.

Das Neuropeptid AF10 ist mit einem Molekulargewicht von 1540 Da das groBite in dieser
Studie untersuchte Peptid. Fiir Bindungsexperimente mittels Oberflichenplasmonresonanz
wurden Konzentrationen zwischen 400 pM und 500 nM eingesetzt. Die Bindung wurde an
Oberflichen mit einem Ligandenbindungslevel von 4000 bis 6000 RU untersucht. Es konnte
festgestellt werden, dass es bis zu einer Konzentration von 1 pM unter den gegebenen
Bedingungen zu einer Bindung kommt. Abbildung 3.24 (A) zeigt die Bindung von 400 uM
des Neuropeptids AF10 an das 54 kDa grofle Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445
(rot) und die Kontrolle (blau). Abbildung 3.24 (B) zeigt die durch Subtraktion der Kontrolle
korrigierte Bindungskurve. Des Weiteren wird in den Abbildungen 3.24 (C) und (D)
entsprechend die Bindung bei einer Analytenkonzentration von 1 uM gezeigt. In weiteren
Bindungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass unter den gegebenen Bedingungen bei
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einem Ligandenbindungslevel im Bereich von 12000 RU auch im nanomolaren Bereich noch
Bindungen messbar waren. Die Ergebnisse einer Messserie an einer mit 12250 RU beladenen
Oberfldche sind in den Abbildungen 3.24 (E) bis (H) zusammengestellt. Die Abbildungen
3.24 (E) und (F) zeigen die Bindung von 400 uM AF10 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein.
Des Weiteren zeigen die Abbildungen (G) und (H), dass es auch im nanomolaren Bereich
(500 nM) noch zu einer deutlich von der Kontrolle zu unterscheidenden Bindung kommt.

Das mittels der Auswertungssoftware ermittelte Bindungsmodell fiir die Interaktion des
Neuropeptids AF10 an das NHj-terminale Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R ist in
Abbildung 3.25 (A) dargestellt. Die Abbildung zeigt die Originaldaten der Konzentrationen
125 uM, 100 pM, 50 uM, 20 uM und 10 uM, nach Subtraktion der Kontrollen, und das
angepasste Bindungsmodell (schwarz). Auch bei diesem Modell haben durch die Subtraktion
der Kontrollkurven entstandene Fehler die Qualitit der Anpassung beeinflusst. In den meisten
Datenpunkten unterscheiden sich Modell und Originalmessungen jedoch nicht mehr als 30
RU von einander (Abbildung 3.25 B).
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Abb. 3.23: Bindung des Neuropeptids AF4 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3524 RU) und Konzentrationen des Analyten AF4 zwischen 400 uM und 500 nM im
Laufpuffer BIACORE-Puffer 1 gemessen. Der theoretische R..-Wert betrdgt 62 RU. Als Referenzoberflache
diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten der Messungen wieder.
Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF4 an das Fusionsprotein (rot). Die Kontrolle ist in blau
dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In den Abbildungen (C)
und (D) wird entsprechend die Bindung von 50 uM AF4 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein wiedergegeben.
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Abb. 3.24: Bindung des Neuropeptids AF10 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3911 RU A-D; 12250 RU E-H) und Konzentrationen des Analyten AF10 zwischen 400
pM und 500 nM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R;,,.-Wert betragt 108 RU bzw.
340 RU. Als Referenzoberfliche diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die Originaldaten
der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 uM AF10 an das Fusionsprotein (rot). Die
Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve. In den
Abbildungen (C) und (D) wird entsprechend die Bindung von 1 uM AF10 an das 54 kDa grof3e Fusionsprotein
wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die Bindung von 400 puM AF10 an eine Flusszelle mit einem
Ligandenbindungslevel von 12250 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau). Gezeigt wird zudem die
durch Abzug der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F). Abbildungen (G) und (H) zeigen entsprechend die
Bindung von 500 nM AF10.
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Abb. 3.25: Bindung des Neuropeptids AF10 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. (A) Die
durch Subtraktion der Kontrollkurven korrigierten Bindungskurven wurden fiir die Berechnung eines
Bindungsmodells mit Hilfe der Auswertungssoftware ,BIAevaluation 4.1°, mit einer Bindungsstochiometrie von
1:1, verwendet. Die schwarzen Kurven stellen das angepasste Modell dar. 125 uM (rosa), 100 pM (griin), 50 pM
(tiirkis), 20 uM (dunkelblau), 10 pM (dunkelrot). Abbildung (B) zeigt die Differenz der experimentellen
Datenpunkte zu den errechneten Datenpunkten. Die Graphik wird in der Auswertungssoftware ,BIAevaluation
4.1’ als optische Hilfe zur Bewertung der Qualitit einer Anpassung als ,Residual Plot’ berechnet.

Die Parameter des Bindungsmodells sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst. Der Chi*-Wert
betriagt mit 75,8 etwa 44 % des angegebenen Ry,x-Wertes. T-Test und Standardfehler zeigen,
dass alle Parameter signifikant sind. Die Ratenkonstanten k, und kg4 beschreiben eine
Bindereaktion mit einer sehr langsamen Assoziationsphase und einer sehr schnellen
Dissoziation. Die theoretische Analytenbindungskapazitit Ry.x betrdgt fiir die vorliegende
Reaktion 340 RU. Die in der Tabelle angegebene Bindungskapazitit liegt mit 171 RU bei ca.
50 % und somit im Rahmen einer typischen experimentellen Sattigung der Bindungsstellen.
Die Affinitit der Bindung liegt mit einem Kp-Wert von 5,2x10° M im Bereich einer sehr
schwachen Bindung.

Tab. 3.7: Bindung des Neuropeptids AF10 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Die
Tabelle zeigt die zu obigem Modell (Abbildung 3.25) von der Auswertungssoftware ,BlAevaluation 4.1’
berechneten bzw. angepassten Parameter und die dazugehorigen Werte des T-Tests (T) und die Standardfehler
(SE).

Konzentration Analyt RI (RU) T (RI) SE (RI)
125 uM 70,7 51 1,4

100 uM 492 37,7 1,3

50 uM 432 37,7 12

20 uM 19,8 21,8 0,9

10 uM 24.5 32,1 0,8
ka(M'sh kq (s Rumax (RU) Ka (M
277 0,01 171 1,9x10*
T (ka) T (kd) T (Rmax) KD (M)
30,7 6,2x10" 58,9 5.2x107
SE (ka) SE (kq) SE (Rmax) Chi”
9,1 2,3x10™ 2,9 75,8
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Abb. 3.26: Bindung des Neuropeptids AF12 an das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445. Das
Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung kovalent an einen CMS5-
Sensorchip gebunden (3730 RU A-D; 10902 RU E-H) und Konzentrationen des Analyten AF12 zwischen 400
pM und 500 nM im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,.x-Wert betrdgt 104 RU (A-D)
bzw. 303 RU (E-H). Als Referenzoberfliche diente eine ungekoppelte Flusszelle. Alle Abbildungen geben die
Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 400 pM AF12 an das Fusionsprotein
(rote Kurve). Die Kontrolle ist in blau dargestellt. Abbildung (B) zeigt die durch Subtraktion der Referenz
erhaltene Kurve. In den Abbildungen (C) und (D) wird entsprechend die Bindung von 10 uM AF12 an das 54
kDa groBe Fusionsprotein wiedergegeben. Abbildung (E) zeigt die Bindung von 400 uM AF12 an eine
Flusszelle mit einem Ligandenbindungslevel von 10902 RU (rot) und die entsprechende Kontrolle (blau).

Gezeigt wird zudem die durch Abzug der Kontrolle korrigierte Bindungskurve (F). Abbildungen (G) und (H)
zeigen entsprechend die Bindung von 500 nM AF12.



3. Ergebnisse 91

Das Neuropeptid AF12 wird in C. elegans ebenfalls von dem Gen flp-18 kodiert. Die Bindung
des Peptids an den Liganden wurde zum einen bei einem Bindungslevel von 3000 bis 4000
RU, zum anderen bei einem Ligandenbindungslevel von 11000 RU untersucht. Es konnte
festgestellt werden, dass bei Messungen mit einem theoretischen R,z zwischen 83 und 110
RU die minimale Konzentration, bei der eine Bindung gemessen werden konnte, 10 uM
betrug. Ergebnisse dieser Messungen sind exemplarisch in Abbildung 3.26 (A) bis (D)
wiedergegeben, wobei Abbildung 3.26 (A) die Bindung des Peptids bei einer Konzentration
von 400 uM (rot) zeigt und die entsprechende Kontrolle (blau). Abbildung 3.26 (B) stellt die
korrigierte Bindungskurve dar. Ebenso zeigen die Abbildungen 3.26 (C) und (D) die Bindung
von 10 uM AFI2 an die mit dem Liganden beladene Oberfliche. In den weiteren
Abbildungen ist das Ergebnis einer anderen Messserie wiedergegeben. Bei einem
Ligandenbindungslevel von 10902 RU konnte auch bei einer Peptid-Konzentration von 500
nM noch eine Bindung festgestellt werden (Abbildung 3.26 G und H). In den Abbildungen
3.26 (E) und (F) wird die Bindung dieser Messserie bei einer Konzentration von 400 uM
AF12 gezeigt.

349 Vergleich der Bindungsgrenzen der Neuropeptide

In Tabelle 3.8 sind die in den Kapiteln 3.4.2 bis 3.4.8 beschriebenen Ergebnisse der
Bindungsstudien verschiedener Neuropeptide zusammengefasst. In einer separaten Tabelle
(3.9) wurden die Ergebnisse der Bindungsexperimente des Neuropeptids AF5 aufgefiihrt.
Aufgrund seiner starken unspezifischen Bindung an die Dextranoberfliche des Sensorchips
musste dem Laufpuffer 300 mM Natriumchlorid hinzugesetzt werden. Die Ergebnisse sind
somit nicht direkt mit denen der anderen Peptide vergleichbar.

Die GroBle des Signals eines Oberflichenplasmonresonanz-Biosensors ist direkt von der
GroBBe des Analyten abhingig. Laut Herstellerangaben hat das Messgerédt ,Biacore 1000’
(Biacore, Freiburg) je nach Art des Molekiils eine Detektionsgrenze von ca. 1000 Da. Alle
hier gemessenen Peptide liegen somit mit ihrem Molekulargewicht an der Nachweisgrenze.
Dennoch war es moglich, eine Bindung aller hier aufgefiihrten Neuropeptide an das
aminoterminale Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R nachzuweisen. Ein direkter Vergleich
der hier aufgefiihrten Daten ist nur fiir Messungen eines vergleichbaren theoretischen Ri,x-
Wertes moglich. Dieser Wert wird bestimmt durch:

MWAnalyt

WLigand Ligandenlevel (3.1)

R... = Bindungsstochiometrie -

(,Biatechnology Handbook’, Version AB, 1998, Biacore, Freiburg). Messungen in einem
Rmax-Bereich von etwa 60 RU wurden mit den Peptiden PF3, AF1, AF4, AF2 und PF2
durchgefiihrt. Es fillt auf, dass die minimale Analytenkonzentration, bei der noch eine
Bindung detektierbar war, nicht mit zunehmendem Molekulargewicht abnimmt. Die beiden
Peptide AFl und AF4 =zeigen bei gleichem Molekulargewicht ein unterschiedliches
Bindeverhalten. Wéhrend die Bindung des Neuropeptids AF1 bei einem Rp,,-Wert von 60
RU noch bis zu einer Konzentration von 1 uM nachgewiesen werden konnte, war dies fiir das
Neuropeptid AF4 nur bis zu einer Konzentration von 50 uM moglich. Ein Vergleich der
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Detektionsgrenzen der aufgefiihrten Peptide bei einem Ry,,x-Wert von 60 RU ergibt, dass AF2
noch im nanomolaren Bereich eine Bindung zeigte, hingegen AF1 nur bis zu einer
Konzentration von 1 uM, PF2 bis zu einer Konzentration von 5 uM, PF3 bis zu einer
Konzentration von 20 uM und das Peptid AF4 nur bis zu einer Konzentration von 50 uM. In
dieser Auswahl von Peptiden scheint also AF2 die grofite Affinitit zu dem hier verwendeten
54 kDa grof3en Liganden zu haben.

Tab. 3.8: Zusammenfassung der mittels Oberflachenplasmonresonanz ermittelten Konzentrationen der
Neuropeptide, bei denen unter gegebenen Bedingungen noch eine Bindung detektiert werden konnte. Fiir
den Bindungslevel des Liganden wurde der Bereich angegeben, in dem Messserien durchgefiihrt wurden. Der
theoretische R, wurde nach Formel 3.1 berechnet.

_ MW Minimale _ _ _
Neur opeptid I Analyten- Ligandenbindungslevel | theoretischer Rpyax
) K onzentration
PF3 900 20 uM 3500-5000 RU 58-83 RU
1 uM 14000 RU 233 RU
AF1 951 1 uM 3000-4000 RU 52-70 RU
<500 nM 10500 RU 185 RU
AF4 951 50 uM 3000-12000 RU 52-211 RU
AF2 990 <500 nM 3000-7000 RU 56-130 RU
PF1 993 <500 nM 9000-10000 RU 165-183 RU
PF2 1064 SuM 3000 RU 60 RU
<500 nM 8000 RU 156 RU
AF19 1187 <500 nM 6000-8500 RU 133-189 RU
AF12 1483 10 uM 3000-4000 RU 83-110 RU
<500 nM 10000-11000 RU 278-305 RU
AF11 1492 <500 nM 5500-11000 RU 152-305 RU
AF10 1540 1 uM 4000-6000 RU 114-172 RU
<500 nM 12000 RU 333 RU

Des Weiteren war es moglich, verschiedene Peptide auf ihre Detektionsgrenze bei einem
Rmax-Wert von 100 RU zu vergleichen. Dabei konnte fiir das Peptid AF2 eine
Detektionsgrenze von <500 nM bestimmt werden. Fiir AF12 lag diese Grenze deutlich hher
bei 10 uM und fiir AF4 bei 50 uM. Auch von diesen Peptiden scheint also AF2 die hochste
Affinitdt zum NH,-terminalen Fragment des Rezeptors HC110-R zu besitzen. Eine Reihe von
Peptiden wurde zudem in einem Bereich von R,y = 160 RU gemessen. Auch diese lassen
sich somit direkt vergleichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Peptide PF1, PF2,
AF19 und AF11 alle noch in nanomolaren Konzentrationen an das Fusionsprotein binden, das
Peptid AF10 jedoch nur bis zu einer Konzentration von 1 uM, AF4 sogar nur bis zu einer
Konzentration von 50 uM. Das Neuropeptid AF4 zeigt also auch in dieser Auswahl an
Peptiden die geringste Affinitdt zum Liganden. In einem Bereich des theoretischen Ryax-
Wertes zwischen 200 und 250 RU lassen sich die Peptide PF3, AF4 und AF11 direkt
vergleichen. Dabei war fiir das Neuropeptid AF11 auch im nanomolaren Bereich noch eine
Bindung nachweisbar, fiir PF3 nur bis zu einer Konzentration von 1 uM und fiir AF4 nur bis
zu einer Konzentration von 50 pM.
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Tab. 3.9: Zusammenfassung der mittels Oberflachenplasmonresonanz ermittelten Konzentration des
Neuropeptids AF5, bei der unter gegebenen Bedingungen noch eine Bindung detektiert werden konnte.
Fiir den Bindungslevel des Liganden wurde der Bereich angegeben, in dem Messserien durchgefithrt wurden.
Der theoretische R,,,x wurde nach obiger Formel berechnet. Die Messungen des Neuropeptids wurden in einem
Laufpuffer mit 300 mM Natriumchlorid (BIACORE-Puffer II) durchgefiihrt, um die unspezifische Bindung des
Peptids an die Matrix des CM5-Sensorchips zu minimieren. Sie kdnnen somit nicht direkt mit den Ergebnissen
der anderen Peptide verglichen werden.

Neur opeptid MW Minimale Ligandenbindungslevel | theor etischer Ryax
(g/mal) | Analyten-
K onzentration

AF5 1050,56 | 20 pM 4000 RU 78 RU

<500 nM 10000-10500 RU 194-204 RU

Ein Vergleich der Detektionsgrenzen der Neuropeptide ldsst folglich verschiedene Schliisse
hinsichtlich ihrer Affinitdt an das 54 kDa groe Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R zu.
Das wichtigste Resultat der vorliegenden Bindungsstudien ist, dass sich ihr
Bindungsverhalten trotz ihrer sehr dhnlichen Aminoséuresequenzen deutlich unterscheidet.
Des Weiteren konnte anhand des Neuropeptids AF19 und des synthetischen Peptids
AF19random gezeigt werden, dass die hier detektierten Bindungen eindeutig von der
Aminosduresequenz ~ abhingig zu  sein  scheinen. = Wihrend  AF19  eine
konzentrationsabhdngige, spezifische Bindung an den aminoterminalen Teil von HC110-R
zeigte, konnte mit dem synthetischen Peptid AF19random, welches die gleichen Aminosduren
in einer willkiirlichen Reihenfolge enthielt, nur eine starke unspezifische Bindung an
Fusionsprotein und Referenzoberfliche detektiert werden. Ferner weisen die Studien in allen
Féllen auf eine nur sehr schwache Wechselwirkung mit dem aminoterminalen Fusionsprotein
des Rezeptors HC110-R hin. Konnten fiir Messserien Bindungsmodelle angepasst werden,
bestdtigen die auf diese Weise bestimmten Parameter, dass es sich um Bindereaktionen mit
einer sehr langsamen Assoziation und einer schnellen Dissoziation handelt. Die ermittelten
Kp-Werte beschreiben alle Reaktionen mit sehr geringer Affinitét. Jedoch werden auch hier
Unterschiede im Bindungsverhalten zwischen den verschiedenen Neuropeptiden deutlich.

Tab. 3.10: Zusammenfassung der mittels Bindungsmodellen ermittelten kinetischen Parameter. Messdaten
wurden mit Hilfe der Auswertungssoftware ,Biaevaluation 4.1° (Biacore, Freiburg) ausgewertet und
mathematische Modelle, unter Annahme einer 1:1-Stochiometrie, angepasst.

Neur opeptid ka(M'sh kq(sh Kp (M)
AF1 4,6x10° 0,05 1,1x107
AF2 - 0,03 -
AF10 277 0,01 5,2x10
PF2 21 0,01 5,3x10™
PF3 - 0,03 -

In Tabelle 3.10 wurden die in den vorherigen Kapiteln bestimmten kinetischen Parameter
zusammengefasst. Ein Vergleich der Dissoziationsratenkonstanten (kq) der Modelle zeigt,
dass alle in einem Bereich von 1-5x107 s™! liegen. Die Assoziationsratenkonstanten (k,) sind
hingegen iiber einen groBeren Bereich gestreut. Sie liegen zwischen 2x10' und 5x10° M''s™.
Die Affinitét, ausgedriickt durch die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp, berechnet sich
aus dem Quotienten der Dissoziationsratenkonstante kg und der Assoziationsratenkonstante
ka. Sie driickt die Dissoziationstendenz eines Komplexes aus. Die Werte der Neuropeptide
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AF1, AF10 und PF2 geben einen Hinweis auf den Bereich, in dem die Kp-Werte aller
Bindungen liegen. Mit 1,1x107, 5x10™* bis 5x10° M handelt es sich um schwache
Wechselwirkungen.

3.4.10 Bindungvon Daf-21

In einem Bindungsversuch mittels Oberflichenplasmonresonanz gelang es, die Bindung des
84 kDa grofen Fusionsproteins Daf-21 an das 54 kDa grofle NH»-terminale Fusionsprotein
des Rezeptors HC110-R nachzuweisen. Das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445
wurde zu diesem Zweck mit Hilfe einer Aminkopplung an einen CM5-Sensorchip gebunden
(Kapitel 3.4.1) und das aufgereinigte Fusionsprotein des Klons pET-DAFA1-702 (Analyt) in
Losung tiiber die Chipoberfliche geleitet. Die Assoziation und Dissoziation an den
aminoterminalen Teil des Rezeptors HC110-R (Ligand) wurde fiir jeweils 3 min in Echtzeit
verfolgt. Die Konzentration des Analyten wurde variiert (110 nM bis 11 pM). Als Kontrolle
diente eine ungekoppelte Referenzoberfldche. Abbildung 3.27 (A) zeigt die Bindung von 11
uM des 84 kDa groflen Fusionsproteins Daf-21 an eine mit 5636 RU beladene Oberfliche
(rot) bzw. die Kontrollmessung an einer ungekoppelten Oberfliche (blau). In Abbildung 3.27
(B) ist die Bindungskurve nach Subtraktion der Referenz wiedergegeben. Die Kontrolle zeigt
eine unspezifische Bindung des Fusionsproteins Daf-21 oder verunreinigender Proteine an die
Matrix der Flusszelle. Abbildung 3.27 (B) macht jedoch den spezifischen Anteil der Bindung
zwischen Ligand und Analyt deutlich. Im Vergleich zu den Bindungsexperimenten an
Magnetpartikeln (Kapitel 3.3.1) gelang es mit der deutlich sensitiveren Methode der
Oberfliachenplasmonresonanz die spezifische Komponente der Bindung sichtbar zu machen.
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Abb. 3.27: Bindung des Fusionsproteins des Klons pET-DAFA1-702 an den aminoterminalen Teil des
Rezeptors HC110-R. Das Fusionsprotein des Klons pRSET-HCA1-445 wurde mittels einer Aminkopplung
kovalent an einen CM5-Sensorchip gebunden und die Konzentrationen 11 pM und 5 pM des Analyten (84 kDa
Fusionsprotein des Klons pET-DAFA1-702) im Laufpuffer BIACORE-Puffer I gemessen. Der theoretische R,p,x-
Wert betragt 8767 RU. Als Referenzoberfldche diente eine ungekoppelte Flusszelle. Die Abbildungen geben die
Originaldaten der Messungen wieder. Abbildung (A) zeigt die Bindung von 11 pM des Analyten an den
Liganden (rot). Die Kontrolle ist in blau dargestellt und zeigt deutlich eine starke unspezifische Bindung an die
ungekoppelte Oberfliche. Abbildung (B) gibt die durch Subtraktion der Referenz erhaltene Kurve wieder.
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35 Liganden-induzierte Ca*-Ausschiittung in  stabil HC110-R
transfizierten HEK-293-Zellen

Der universelle sekundire Botenstoff Ca®" spielt eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl
Stimulus-abhingiger Antworten. Zur Messung intrazellulirer Ca*"-Konzentrationen erwiesen
sich Fluoreszenzfarbstoffe als besonders geeignet. Der polycyclische Chelatbildner Fura-2 ist
ein in diesem Zusammenhang hiufig eingesetzter Ca*'-Indikator. Bindet ein Agonist an
seinen Rezeptor kommt es bei einem Ca®"-Einstrom bzw. bei der Freisetzung intrazelluldren
Ca” zu einer Anderung der Absorption in Abhingigkeit von der Ca®’-Beladung des
Indikators. Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird die Fluoreszenz einer grolen Anzahl sich
in Losung befindlicher Zellen gemessen. Alle sich im Strahlengang befindlichen Zellen der
Losung werden mit zwei verschiedenen Wellenlidngen (340 nm, Ca**-gebundenes Fura-2; 380
nm, Ca*"-freies Fura-2) angeregt und die resultierenden Mittelwerte der Emission bei 510 nm
aufgezeichnet. Nach Grynkiewicz et al. (1985) ist zudem durch Bestimmung des Ry,- und
Rmax-Wertes nach jeder Messung eine Eichung und somit die quantitative Bestimmung der
Anderung des intrazelluliren Ca**-Spiegels moglich.

In stabil HC110-R transfizierten Sdugerzellen sollte mittels Fluoreszenzspektroskopie der
Einfluss verschiedener HC110-R bindender Neuropeptide auf die Signaltransduktion
untersucht werden. Die mittels Oberflaichenplasmonresonanz in einem in vitro-System
beobachteten Bindungen sollten nun in vivo funktionell {iberpriift werden.

Fiir Untersuchungen der Signaltransduktion mittels Fluoreszenzspektroskopie hat eine stabile
Expression von HC110-R in Sdugerzellen gegeniiber einer transienten Expression einige
Vorteile. So wird gewéhrleistet, dass alle Zellen das gewiinschte Protein dauerhaft und in
gleichbleibender Qualitdt exprimieren. Die Zellkulturlinie HEK-293 wird in der Literatur als
fiir Transfektionen von GPCRs und physiologische Studien der Signaltransduktion geeignet
beschrieben (Marshall et al., 1995). Transfektionen von Latrophilin-Konstrukten in HEK-
293-Zellen wurden erfolgreich durchgefiihrt und waren funktional. Ebenfalls ist bekannt, dass
HEK-293-Zellen im Gegensatz zu chromaffinen Zellen keinen endogenen Latrophilin-
Rezeptor besitzen (Bittner et al., 1998). Fiir die im Folgenden beschriebenen Experimente
wurde eine stabil transfizierte Zelllinie verwendet (Saeger, 2000). Dabei handelt es sich um
das Konstrukt HC110-R-Myc/6xHis in HEK-293-Zellen. Die von der Zelllinie exprimierten
Fusionsproteine enthalten den gesamten Rezeptor HC110-R (AS 1-986; Nt 100-3058) und
haben ein carboxyterminales Myc-,Tag’ und ein 6XxHis-,Tag’. Der bicistronische
Expressionsvektor pIRES1neo (Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA, USA) enthilt
zusdtzlich vor dem Start-Codon des Neomycin (G418)-Resistenzgens eine interne
Ribosomen-Bindestelle (IRES) des Enzephalomyocarditis-Virus (ECMV) (Rees et al., 1996).
Auf diese Weise entsteht mit Hilfe des humanen Cytomegalovirus- (CMV-) Promotors aus
zweil offenen Leserastern, des Rezeptors HC110-R bzw. des Antibiotika-Resistenzmarkers,
eine mRNA (Jang et al., 1988; Jackson et al., 1990). Dadurch wird gewéhrleistet, dass alle
Zellen mit einer Resistenz gegen das Antibiotikum auch das Fusionsprotein exprimieren.
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Abb. 3.28: Expression von HC110-R in stabil transfizierten Sdugerzellen. Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis
transfizierte HEK-293-Zellen wurden auf Glastrigern fixiert und die Expression des 116 kDa groBlen
Fusionsproteins mittels eines monoklonalen Maus-anti-6xHis-Primarantikorpers (A) bzw. eines monoklonalen
Maus-anti-c-Myc- (B) und einem Anti-Maus-Alexa Flour 488 gekoppelten Sekundérantikdrper nachgewiesen.
Die Abbildungen zeigen Schichtaufnahmen eines konfokalen ,Laserscanning’-Mikroskops. Die Anregung
erfolgte durch einen Argonlaser bei einer Wellenldnge von 488 nm. Als Kontrolle dienten wildtypische HEK-
293-Zellen (nicht gezeigt).

Der Nachweis der HC110-R-Expression in den stabil HC110-R-Myc/6xHis transfizierten
HEK-293-Zellen wurde mittels Immunfluoreszenz erbracht. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und mit einem monoklonalen Maus-anti-c-Myc- bzw. einem
monoklonalen Maus-anti-6xXHis-Primérantikorper und einem Anti-Maus-Alexa Fluor 488
gekoppelten Sekundirantikdrper inkubiert. AnschlieBend wurden die Préparate auf
Objekttragern in Mowiol eingebettet und am konfokalen ,Laserscanning’-Mikroskop
betrachtet. Diese Methode erlaubt gegeniiber der Phasenkontrastmikroskopie optische
Schnittserien durch die Zelle (Celis, 1998). Abbildung 3.28 (A) zeigt anhand der Detektion
mit einem Anti-6xXHis-Antikorper deutlich die Expression des Fusionsproteins in Vesikeln.
Dies konnte mit einem Anti-c-Myc-Antikorper bestétigt werden (Abbildung 3.28 B). Des
Weiteren konnte die heterologe Expression des Rezeptors HCI110-R in extrahierten
Membranfraktionen mittels Western Blot-Analysen als 116 kDa gro3es Fusionsprotein
nachgewiesen werden (Horrix, 2006).

35.1 HC110-R vermittelte a-L TX Signaltransduktion

o-LTX, die Hauptkomponente des Giftes des Schwarzen Witwe, ist aus der Literatur als
artifizieller Ligand des Rezeptors Latrophilin bekannt. Er ruft agonistisch eine Latrophilin-
vermittelte Ca®"-Antwort mit Latrophilin transfizierter Zellen hervor (Hlubek et al., 2000).
Auch fiir den Latrophilin-dhnlichen Rezeptor HC110-R konnte in der Vergangenheit
nachgewiesen werden, dass es durch Stimulation mit o-LTX dosisabhingig zu einer
Erhohung der intrazelluldren Ca*"-Konzentration kommt. Diese ist in erster Linie auf einen
Einstrom von extrazellulirem Ca®" durch spannungsabhingige Ca®"-Kanile in der
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Plasmamembran zuriickzufiithren. Dabei handelt es sich um Kanile des L-Typs (Saeger,
2000).

Messungen mit den stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierten HEK-293-Zellen ergaben,
im hier etablierten System, eine konzentrationsabhingige Erhohung der intrazelluliren Ca**-
Konzentration durch Stimulation mit o-LTX. Zur Ermittlung einer geeigneten o-LTX-
Konzentration wurden verschiedene Konzentrationen getestet. Eine Konzentration von 800
pM induzierte eine Ca*"-Antwort von bis zu 1900 nM und auch eine Konzentration von 400
pM fiihrte noch zu Ca**-Antworten von bis zu 1000 nM. Aus diesem Grund erwies sich eine
Konzentration von 200 pM a-LTX als am besten geeignet. Die Zugabe von 200 pM a-LTX
induzierte in einem Zeitraum von nur 100 sec eine Antwort von 219 nM t 14 nM. Diese war
nicht kompensierbar, d.h. sie erreichte im gemessenen Zeitraum nicht wieder das
Ausgangsniveau. In den meisten Fillen erreichte die intrazellulire Ca*"-Konzentration ein
Plateau, dass innerhalb einer Messzeit von 10 min nicht oder nur wenig absank. Die
Messungen erfolgten innerhalb eines Zeitraumes von drei Stunden nach Beladung der Zellen
mit dem Fluoreszenzindikator. Das Ausgangsniveau der Basislinie lag je nach Zustand der
Zellen zwischen 20 und 300 nM. Eine starke Erhohung dieses Ausgangsniveaus von einer
Probe zur nichsten zeigte einen zunehmend schlechter werdenden Zustand der Zellen und
somit das Ende der Messserie an. Sowohl die wildtypischen als auch die transfizierten Zellen
zeigten im schlechten Zustand eine deutlich groBere Ca®’-Antwort nach Stimulation mit oi-
LTX. Es konnte zudem beobachtet werden, dass die Antwortgrole von einem Messtag zum
anderen variierte. Dies war unabhdngig von der Charge des verwendeten o-LTX. Zudem
konnte kein direkter Zusammenhang mit der Anzahl der Passagen der verwendeten Zellen
erkannt werden. Je nach Zustand der Zellen kam es zudem auch ohne Zugabe einer Substanz
zu einem Anstieg der [Ca®']; und somit zu einem ,Drift’ der Basislinie. Dieser setzte sich auch
nach der mittels o-LTX induzierten Ca*"-Antwort der Zellen fort.

Als Kontrolle wurde die Reaktion wildtypischer HEK-293-Zellen auf o-LTX untersucht.
Messungen zeigten, dass auch diese mit einer Erhéhung der [Ca®]; reagieren. Die Antwort lag
jedoch durchschnittlich 64 % unter der Antwort der mit HC110-R transfizierten Zellen. Sie
betrug nach Zugabe von 200 pM o-LTX 78 + 11 nM. Abbildung 3.29 (A) zeigt die mittels
200 pM 0-LTX stimulierte Ca**-Antwort stabil HC110-R-Myc/6xHis transfizierter (rot) und
wildtypischer HEK-293-Zellen (blau). Die Zugabe erfolgte jeweils nach 100 sec mit einer
Messdauer von weiteren 600 sec. In Abbildung 3.29 (B) zeigt ein Balkendiagramm das
durchschnittliche Verhéltnis der AntwortgroBen stabil mit HC110-R transfizierter und
wildtypischer HEK-293-Zellen nach Zugabe von 200 pM o-LTX.
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Abb. 3.29: a-LTX Stimulation stabil mit HC110-R-Myc/6xHistransfizierter bzw. wildtypischer HEK-293-
Zdlen. (A) Mit 1 uM Fura-2/AM beladene stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte (rot) bzw. wildtypische
HEK-293-Zellen (blau) wurden nach einer Messzeit von 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die [Ca®"];
fiir weitere 600 sec aufgezeichnet. (B) Das Balkendiagramm zeigt das prozentuale Verhéltnis der
durchschnittlichen AntwortgroBBen der stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierten (rot) bzw. wildtypischen
HEK-293-Zellen (blau) auf eine Stimulation mit 200 pM.

3.5.2 Funktionelle Analysen verschiedener Neuropeptide

In einer Messserie wurde die Fragestellung untersucht, ob die Neuropeptide AF1, AF2, AF4,
AFS5, AF10, AF11, AF12, AF19, PF1, PF2 und PF3 im gegebenen System eine HC110-R
vermittelte Signaltransduktion stimulieren konnen. Zu diesem Zweck wurden 20 uM des
jeweiligen Neuropeptids nach 100 sec injiziert und Verinderungen der [Ca®']; fiir 5 min
beobachtet. Die Funktionalitit der Zellen wurde dann mittels 200 pM o-LTX bestitigt. Jede
der Messungen wurde mindestens dreimal an unterschiedlichen Zellpréparationen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 3.30 anhand ausgewahlter
Beispiele zusammengefasst. Die Abbildungen zeigen eindeutig, dass keines der gemessenen
Neuropeptide in einer Konzentration von 20 pM eine Erhdhung der [Ca®']; hervorruft. Alle
Beispicle zeigen, bedingt durch einen graduellen Einstrom von Ca®" in die Zelle, nur einen
mehr oder weniger starken Drift der Basislinie innerhalb des aufgezeichneten Zeitraumes.
Dieser Drift begann jedoch in allen Fillen schon vor Injektion des Peptids und ist somit davon
unabhingig. Zudem fillt bei Betrachtung der Abbildungen 3.30 (B) und (F) eine minimale
sprunghafte Erniedrigung der [Ca®’]; zum Zeitpunkt der Injektion auf. Diese ist auf ein
Artefakt durch zu schnelle Zugabe der Substanz zuriickzufiihren.
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Abb. 3.30: Funktionelle Analyse verschiedener Neuropeptide an stabil mit HC110-R-Myc/6xHis
transfizierten HEK-293-Zellen: Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1
uM Fura-2/AM beladen und je 1x10°Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch
wurde die Anderung der [Ca®']; in nM nach Zugabe eines oder mehrer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten
Substanz (eines Neuropeptids) erfolgte nach 100 sec in einer Konzentration von 20 uM. Nach weiteren 400 sec
wurde die zweite Substanz o-LTX in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der
[Ca®"]; fiir weitere 10 min beobachtet wurde. (A) AF1, (B) AF2, (C) AF4, (D) AF5, (E) AF10, (F) AF11, (G)
AF12, (H) AF19, (I) PF1, (J) PF2, (K) PF3.
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3.5.3 Einfluss verschiedener Neuropeptide auf die HC110-R vermittelte a-LTX-
Signaltransduktion

Fiir funktionelle Analysen verschiedener HC110-R-bindender Neuropeptide wurden stabil
transfizierte HEK-293-Zellen, wie bei den vorherigen Versuchen, mit 1 uM Fura-2/AM
beladen und je 1x10°Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Nach 100 sec erfolgte die
Zugabe eines der Neuropeptide in unterschiedlichen Konzentrationen, gefolgt von der
Injektion von 200 pM 0-LTX nach weiteren 300 sec. Die Anderung der [Ca®']; wurde fiir
insgesamt 1000 sec aufgezeichnet. In den Abbildungen 3.31 (A) bis (J) sind exemplarisch
Messergebnisse des Neuropeptids AF5 gezeigt. Stimulationen verschiedener Proben erfolgten
in den Konzentrationen 100 pM (Abbildung 3.31 A), 1 nM (Abbildung 3.31 C), 10 nM
(Abbildung 3.31 E), 100 nM (Abbildung 3.31 G) und 20 uM (Abbildung 3.31 I). Jede der
Messungen wurde mindestens mit drei verschiedenen Zellpraparationen durchgefiihrt. Als
Kontrolle fungierte eine Probe, die nur mit 200 pM o-LTX stimuliert wurde. Die
entsprechenden Kontrollen der hier gezeigten Messungen sind in den Abbildungen 3.31 (B),
(D), (F), (H) und (J) gezeigt. In allen gemessenen Konzentrationen des Neuropeptids AF5
konnte innerhalb von 5 min keine durch das Neuropeptid induzierte Veridnderung der [Ca*'];
detektiert werden. Zudem erfolgte keine Peptid-spezifische Modifikation der durch 200 pM
o-LTX stimulierten Signaltransduktion.

Der Einfluss der Neuropeptide auf die o-LTX-stimulierte, HCI110-R-vermittelte
Signalweiterleitung wurde in einer Reihe von Messungen fiir die Neuropeptide AF1, AF2,
AF4, AFS5, AF10, AF11, AF12, AF19, PF1, PF2 und PF3 untersucht. Jedes dieser Peptide
wurde zum einen in einer Konzentration von 100 nM, zum anderen in einer Konzentration
von 20 uM eingesetzt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie am Beispiel des Peptids AF5
beschrieben. Jede dieser Messungen erfolgte mindestens dreimal mit unterschiedlichen
Zellpraparationen. Die gemessenen durchschnittlichen Ca’"-Antworten in nM wurden in ein
prozentuales Verhidltnis zu den durchschnittlich ermittelten Ca*’-Antworten  der
Kontrollexperimente gesetzt. Dieses Verhdltnis ist in den Abbildungen 3.32 fiir die
Versuchsserie mit 100 nM der Peptide und in Abbildung 3.33 fiir die Versuchsserie mit
20 uM der Peptide in Form von Balkendiagrammen zusammengefasst. Die durchschnittliche
Antwortgrofle der Kontrollexperimente wurde gleich 100 % gesetzt und die durchschnittliche
Antwortgréfle nach Zugabe des Peptides im Verhéltnis hierzu dargestellt. Bei Betrachtung des
Einflusses der Neuropeptide in einer Konzentration von 100 nM auf die mit 200 pM o-LTX
induzierte Ca’*-Antwort fillt auf, dass diese durch keines der getesteten Neuropeptide
signifikant modifiziert werden konnte. Fiir die Neuropeptide AF4, AFS5, AF10, PF1, PF2 und
PF3 entsprachen die durchschnittlich gemessenen AntwortgroBen jeweils denen der
Kontrollmessungen (Tabelle 3.11).
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Abb. 3.31: Einfluss des Neuropeptids AF5 auf die HC110-R ver mittelte a-L T X-Signaltransduktion. Stabil
mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 pM Fura-2/AM beladen und je 1x10°-
Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca®']; in nM
nach Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz (AF5) erfolgte nach 100 sec
in den Konzentrationen 100 pM (A), 1 nM (C), 10 nM (E), 100 nM (G) oder 20 uM (I). Nach weiteren 400 sec
wurde die zweite Substanz (a-LTX) in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der
[Ca™]; fir weitere 10 min beobachtet. Die Abbildungen (B), (D), (F), (H) und (J) zeigen die
Kontrollexperimente, in denen die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die Anderung der
[Ca®"]; fiir weitere 600 sec beobachtet wurde.
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Abb. 3.32: Einfluss ver schiedener Neuropeptide auf die HC110-R vermittelte a-L TX-Signaltransduktion
Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 pM Fura-2/AM beladen und je
1x10°-Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca®']; in
nM nach Zugabe eines oder mehrer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz (Neuropeptid) erfolgte
nach 100 sec in einer Konzentration von 100 nM. Nach 300 sec wurde die zweite Substanz o-LTX in einer
Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der [Ca*]; fiir weitere 10 min beobachtet. In den
Kontrollexperimenten wurden die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die Anderung der
[Ca®']; fir weitere 600 sec beobachtet. Gezeigt sind die ermittelten prozentualen, durchschnittlichen
Unterschiede (rot) zu den Kontrollexperimenten (blau). Die Kontrollen wurden gleich 100 % gesetzt.
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Tab. 3.11: Einfluss verschiedener Neuropeptide auf die HC110-R-ver mittelte a-L TX-Signaltransduktion.
Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 pM Fura-2/AM beladen und je
1x10°-Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca®']; in
nM nach Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz (Neuropeptid) erfolgte
nach 100 sec in einer Konzentration von 100 nM respektive 20 uM. Nach 300 sec wurde die zweite Substanz (-
LTX) in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der [Ca®']; fiir weitere 10 min
beobachtet. In den Kontrollexperimenten wurden die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die
Anderung der [Ca”']; fiir weitere 600 sec beobachtet. Die Tabelle gibt die durchschnittlichen Ca**-Antworten in
nM von mindestens drei Messungen unterschiedlicher Zellpraparationen mit der Standardabweichung (SEM)
wieder.

Neuropeptid Mittelwert + | Neuropeptid Mittelwert +
SEM (nM) SEM (nM)
100 nM AF1 + 200 pM a-LTX 310£49 |20 uM AF1 + 200 pM o-LTX 275+ 57
200 pM o-LTX 243+20 200 pM a-LTX 286 + 73
100 nM AF2 + 200 pM a-LTX 233+44 |20 uM AF2 + 200 pM o-LTX 233 +69
200 pM o-LTX 320+70 |200 pM a-LTX 226+ 17
100 nM AF4 + 200 pM a-LTX 220+30 |20 uM AF4 + 200 pM o-LTX 256 + 56
200 pM o-LTX 226+17 200 pM a-LTX 200 + 51
100 nM AF5 + 200 pM o-LTX 215430 |20 uM AF5 + 200 pM o-LTX 145 £ 66
200 pM o-LTX 208 £29  [200 pM a-LTX 123 +£32
100 nM AF10 + 200 pM a-LTX 150+52 |20 uM AF10 + 200 pM o-LTX 273 +8
200 pM o-LTX 151 +63 [200 pM a-LTX 226+ 17
100 nM AF11 + 200 pM a-LTX 179+ 68 |20 uM AF11 + 200 pM a-LTX 160 + 23
200 pM o-LTX 118 +£28 [200 pM a-LTX 173 £31
100 nM AF12 + 200 pM a-LTX 200+ 68 |20 uM AF12 + 200 pM o-LTX 185+ 71
200 pM o-LTX 225+59 200 pM 0-LTX 112 £25
100 nM AF19 + 200 pM a-LTX 185+38 |20 uM AF19 + 200 pM o-LTX 158 +59
200 pM o-LTX 211+68  [200 pM a-LTX 163 +41
100 nM PF1 + 200 pM o-LTX 317+44 |20 uM PF1 + 200 pM o-LTX 125 +31
200 pM o-LTX 315+29  [200 pM a-LTX 153 £29
100 nM PF2 + 200 pM o-LTX 268 £20 |20 uM PF2 +200 pM a-LTX 156 +32
200 pM o-LTX 252+ 4 200 pM o-LTX 226 +53
100 nM PF3 + 200 pM o-LTX 270+ 40 |20 pM PF3 + 200 pM o-LTX 21182
200 pM o-LTX 273+26 200 pM a-LTX 183 +53

Zur Beurteilung der Signifikanz der fiir die anderen Neuropeptide beobachteten
Abweichungen, ist eine Betrachtung der Einzelmessungen nétig. Die graphische Darstellung
in Form von Blockdiagrammen zeigt, dass die Peptide AF1 und AF11 in einer Konzentration
von 100 nM zu einer Erhdhung der a-LTX-Antwort um 28 % respektive 52 % fiihrten
(Abbildung 3.32; Tabelle 3.11). Einzelmessungen fiir das Neuropeptid AF1 zeigen jedoch,
dass die Antwort nach Zugabe des Peptids in einem Fall, mit 230 nM unter der Kontrolle von
240 nM lag, in einem anderen Fall, mit 400 nM im Vergleich zu 210 nM, iiber der
Kontrollmessung. Die Erhohung der Antwort kann somit nicht auf die Wirkung des
Neuropeptids zuriickgefiihrt werden. Ahnlich verhilt es sich fiir das Neuropeptid AF11. Auch
hier gab es einen Wert, der mit 450 nM weit iiber dem der Kontrolle von 210 nM lag, jedoch
auch ein Beispiel fiir einen Wert, der mit 120 nM unter der Kontrolle von 130 nM lag.
Genauso argumentieren ldsst sich fiir die Neuropeptide AF2, AF12 und AF19, die um 27 %,
11 % und 12 % durchschnittlich unter den Werten der Kontrollmessungen lagen (Abbildung
3.32; Tabelle 3.11). Eine Messung nach Zugabe von 100 nM des Neuropeptids AF12 fiihrte
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z.B. zu einer Antwort von 100 nM, im Vergleich zu einer Antwort der Kontrolle von 190 nM.
In einem weiteren Fall entsprachen sich die Antworten jedoch mit je 190 nM oder die
Antwort lag mit 75 nM im Vergleich zu 50 nM der Kontrolle deutlich dariiber. Die
durchschnittliche Erhohung der Antwort ldsst sich somit durchaus mit den iiblichen
Schwankungen des Messsystems erkldren. Auch fiir das Neuropeptid AF19 ldsst sich die
durchschnittliche Erniedrigung der Antwort nach Zugabe des Neuropeptids durch Betrachtung
der Einzelmessung als nicht signifikant beurteilen. Mit einer Antwort von 325 nM lag der
Wert nach Zugabe des Peptids zwar um 32 % unter der Ca**-Antwort der Kontrolle von 475
nM, in einem weiteren Fall lag die Antwort jedoch mit 140 nM {iber dem Wert der Kontrolle
(120 nM). Die Ergebnisse der Messungen des Neuropeptids AF2 lagen hingegen alle
zwischen 20 und 30 % unter den Werten der Kontrolle. Jedoch lassen auch in diesem Fall die
Werte nicht den Schluss zu, dass es sich um eine signifikante Erniedrigung handelt, da im
gegebenen Messsystem Schwankungen von 30 % durchaus nicht ungewdhnlich sind. Eine
zusitzliche Anwendung des T-Tests fiihrte zur Ermittlung eines P-Wertes von 0,36. Dies
bestitigt die obige Argumentation. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit der
hier angewandten Messmethode, der Messung einer Vielzahl von Ereignissen in einer
Kiivette, mogliche kleine Einfliisse auf die o-LTX-stimulierte Ca®"-Antwort nicht messbar
sind.

Versuche mit einer Konzentration der Neuropeptide von 20 uM lassen eine mit den
vorherigen Ergebnissen ilibereinstimmende Schlussfolgerung zu. Auch fiir diese Messserie
lassen sich auf den ersten Blick anhand der Balkendiagramme (Abbildung 3.33) Peptide
nennen, deren durchschnittlich gemessene AntwortgroBen jeweils denen der
Kontrollmessungen (Tabelle 3.11) entsprachen. Zu diesen Peptiden zdhlen AF1, AF2, AF11
und AF19. Es gibt jedoch auch fiir diese Messungen Peptide, die durchschnittlich zu einer
Erhéhung der mit 200 pM o-LTX induzierten Ca’"-Antwort fiihrten. Zu diesen Peptiden
gehoren, mit einer Erh6hung um 28 % AF4, mit einer Erhéhung um 18 % bzw. 21 % AF5 und
AF10, mit einer Erhohung um 115 % PF3 und das Peptid AF12 mit einer Erhéhung um 65 %
(Abbildung 3.33; Tabelle 3.11). Zur Beurteilung der Signifikanz dieser Erhdhungen sollten
also auch in diesem Fall die Einzelmessungen auf ungewohnliche Werte hin untersucht
werden. Die Ergebnisse der Peptide AF5, AF12 und PF3 lassen schnell die Schlussfolgerung
zu, dass es sich hier nicht um einen spezifischen Anstieg der Antwort handelt. Die Ca*'-
Antworten lagen nach Zugabe des Peptids AF5 z.B. in einem Fall mit 100 nM unter der
Antwort der Kontrollmessung von 140 nM, jedoch in einem anderen Fall mit 275 nM 62 %
{iber der Antwort der Kontrolle (170 nM). Ahnlich verhilt es sich mit den Messungen fiir das
Neuropeptid AF12. Fiir diese lag die Ca*'-Antwort mit 110 nM in einem Fall unter der
Kontrollmessung von 140 nM, in einer weiteren Messung mit 120 nM jedoch um 100 % iiber
der Kontrolle von 60 nM. Auch fiir das Peptid PF3 lag die Reaktion der Zellen auf den
Stimulus o-LTX nach vorheriger Zugabe des Peptids, mit 65 nM in einem Beispiel unter der
Antwort der Kontrolle von 80 nM, in einem weiteren Beispiel jedoch mit 350 nM 35 % iiber
der Antwort der Kontrolle von 260 nM.
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Abb. 3.33: Einfluss ver schiedener Neuropeptide auf die HC110-R-ver mittelte a-L TX-Signaltransduktion.
Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 pM Fura-2/AM beladen und je
1x10°-Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca2+]i in
nM nach Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz (Neuropeptid) erfolgte
nach 100 sec in einer Konzentration von 20 uM. Nach 300 sec wurde die zweite Substanz (a-LTX) in einer
Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der [Ca*']; fiir weitere 10 min beobachtet. In den
Kontrollexperimenten wurden die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die Anderung der
[Ca®']; fir weitere 600 sec beobachtet. Gezeigt sind die ermittelten prozentualen, durchschnittlichen
Unterschiede (rot) zu den Kontrollexperimenten (blau). Die Kontrollen wurden gleich 100 % gesetzt.
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Fiir die Peptide AF4 und AF10 lagen die Antworten jedoch in jeder Messung iiber den Werten
der Kontrollen. Fiir AF4 betrug die Erh6hung zwischen 5 und 73 %, fiir AF10 zwischen 12
und 35 %. Jedoch lassen sich auch diese Abweichungen nicht eindeutig auf eine spezifische
Wirkung dieser Neuropeptide beziehen, da auch eine einmalige, um 73 % erhohte Antwort im
normalen Rahmen des angewandten Messsystems liegt. Die P-Werte von 0,5 fiir AF4 und
0,077 fiir AF10 bestétigen dies.

Weiterhin sollte nicht vergessen werden, die Ergebnisse der beiden Messserien untereinander
zu vergleichen. Es wire durchaus denkbar, dass sich ein Effekt, der bei einer Konzentration
von 100 nM eines potentiellen Liganden beobachtet werden konnte, durch Zugabe einer
200fach hoheren Konzentration dieses Liganden um ein Vielfaches verstirkt. In Tabelle 3.12
sind Unterschiede der durchschnittlichen Antwortgroflen im Vergleich zu den Kontrollen
noch einmal in Form von Angaben zu den Tendenzen zusammengefasst.

Tab. 3.12: Einfluss ver schiedener Neuropeptide auf die HC110-R ver mittelte a-L TX-Signaltransduktion.
Stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 pM Fura-2/AM beladen und je
1x10°-Zellen in Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca2+]i in
nM nach Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz (Neuropeptid) erfolgte
nach 100 sec in einer Konzentration von 100 nM bzw. 20 uM. Nach 300 sec wurde die zweite Substanz (o-LTX)
in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der [Ca®']; fiir weitere 10 min beobachtet.
In den Kontrollexperimenten wurden die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die Anderung
der [Ca®]; fiir weitere 600 sec beobachtet. Die Tabelle fasst die Ergebnisse beider Messserien zusammen.
Gezeigt sind die ermittelten durchschnittlichen Unterschiede zu den Kontrollexperimenten. T = Erhohung der
AntwortgroBe, | = Erniedrigung der AntwortgroBe, <> = kein Unterschied. Zusitzlich wurde fiir einige
Messungen der T-Test durchgefiihrt und die ermittelten P-Werte angegeben.

Neur opeptid 100 nM 20 uM

AF1 T ©

AF2 l <

AF4 o T (p-Wert = 0,5)
AF5 o T (p-Wert = 0,78)
AF10 o T (p-Wert = 0,077)
AF11 T <
AF12 l T
AF19 l <

PF1 “ d (p-Wert = 0,55)
PF2 o ! (p-Wert =0,33)
PF3 o T (p-Wert =0,79)

Fiir keines der Peptide wurde bei einer Konzentration von 100 nM ein Effekt gemessen, der
sich bei erhohter Konzentration verstarkte. In sechs Féllen konnte jedoch fiir eine niedrige
Konzentration (100 nM) kein Effekt festgestellt werden, durch Zugabe einer hohen
Konzentration (20 uM) des jeweiligen Peptids kam es jedoch zu einer durchschnittlichen
Zunahme (AF4, AF5, AF10 und PF3) bzw. einer Abnahme (PF1 und PF2) (Tabelle 3.12,
blau). Auch diese Beobachtungen konnen mit Hinweis auf obige Argumentation allerdings
nicht als Peptid-spezifisch angesehen werden. Zur statistischen Untermauerung wurde auf die
Messwerte der genannten Peptide der T-Test angewandt und der P-Wert zur Beurteilung der
Signifikanz der ermittelten Erhdhungen bzw. Erniedrigungen der Ca’’-Antwort durch die
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Peptide herangezogen. Unter Annahme, dass ein P-Wert <0,05 einen signifikanten
Unterschied der Werte zu den Kontrollen angibt, folglich eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
nur 5 % vorliegt, traf dies flir keine der Messserien zu. Die P-Werte wurden fiir die Peptide
AF4, AFS5 AF10, PF1, PF2 und PF3 berechnet und in Tabelle 3.12 vermerkt.
Zusammenfassend konnte somit im gegebenen Messsystem gezeigt werden, dass keines der
hier untersuchten Neuropeptide in einer Konzentration von 100 nM sowie einer Konzentration
von 20 uM einen Einfluss auf die a-LTX-stimulierte Signaltransduktion an stabil mit HC110-
R-Myc/6xHis transfizierten HEK-293-Zellen hat.

3.5.4 Funktionelle Analysen von Daf-21

In Untersuchungen mit dem 84 kDa groB3en Fusionsproteins Daf-21 an stabil mit HC110-R-
Myc/6xHis transfizierten HEK-293-Zellen wurde beobachtet, ob es durch Zugabe der
Substanz zu einer Erhohung der [Ca*']; kommt. Zu diesem Zweck wurden Zellen mit 1 pM
Fura-2/AM beladen und eine Zellsuspension von je 1x10°-Zellen in einer Kiivette in einem
Fuoreszenzspektrometer gemessen. Nach 100 sec erfolgte die Zugabe des 84 kDa grof3en
Fusionsproteins in unterschiedlichen Konzentrationen, gefolgt von der Injektion von 200 pM
a-LTX nach weiteren 300 sec. Die Anderung der [Ca®']; wurde fiir insgesamt 1000 sec
aufgezeichnet. Die Abbildungen 3.34 (A) bis (F) zeigen exemplarisch einige der Messungen.
Die Stimulation verschiedener Proben erfolgte in den Konzentrationen 15 nM (A), 35 nM (C)
und 100 nM (E). Als Kontrolle wurde eine Probe mit 200 pM o-LTX nach 100 sec stimuliert
und die [Ca*']; fiir weitere 600 sec beobachtet (Abbildung 3.34 B, D, F). In keiner Messung
konnte in einer Messzeit von 5 min nach Injektion des Fusionsproteins eine Erhhung der
[Ca™]; festgestellt werden. Abbildung 3.34 (C) zeigt nach Injektion einen kleinen ,Peak’, der
jedoch in Kontrollexperimenten als Artefakt identifiziert werden konnte. Ahnliche kleine
Erhoéhungen traten auch bei Injektion einer dquivalenten Menge des Probenpuffers auf.

Weiterhin wurde die Frage untersucht, ob Daf-21 einen Einfluss auf die HC110-R-vermittelte
o-LTX-Signaltransduktion hat. Bestimmt wurde die durchschnittliche Antwortgrofle durch
200 pM o-LTX nach vorheriger Injektion von 100 nM des 84 kDa grof3en Fusionsproteins. In
einer Serie von Kontrollexperimenten wurde zudem die durchschnittliche Antwort durch 200
pM o-LTX bestimmt und gleich 100 % gesetzt. In einem Balkendiagramm (Abbildung 3.35)
ist das prozentuale Verhéltnis dieser beiden Messserien gegeniibergestellt. Die Experimente
ergaben, dass die durchschnittliche Ca**-Antwort der Zellen nach vorheriger Zugabe des
Fusionsproteins bei 87129 nM lag, die durchschnittliche Antwort der Kontrollmessungen
hingegen bei 107128 nM. Die Antwort war somit durchschnittlich um 19 % erniedrigt. Die
Betrachtung der Einzelmessungen zeigt jedoch, dass die Antwort sowohl mit 40 nM unter der
Antwort der Kontrolle von 130 nM lag, in einem anderen Fall jedoch mit 80 nM {iber der
Kontrollmessung mit 50 nM. Zusétzlich wurde mit Hilfe des T-Tests ein P-Wert von 0,65
ermittelt. Die Unterschiede der durchschnittlichen Antwortgréfen sind somit nicht signifikant.
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Abb. 3.34: Einfluss von Daf-21 auf die HC110-R ver mittelte a-L TX-Signaltransduktion. Stabil mit HC110-
R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 uM Fura-2/AM beladen und je 1x10°Zellen in
Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca®’]; in nM nach
Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz, das Fusionsprotein des Klons
pET-DAFA1-702, erfolgte nach 100 sec in den Konzentration 15 nM (A), 35 nM (C) und 100 nM (E). Nach
weiteren 400 sec wurde die zweite Substanz (0-LTX) in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die
Anderung der [Ca’']; fir weitere 10 min beobachtet. Die Abbildungen (B), (D) und (F) zeigen die
Kontrollexperimente, in denen die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert und die Anderung der
[Ca®"]; fiir weitere 600 sec beobachtet wurde.
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Abb. 3.35: Einfluss von Daf-21 auf die HC110-R-ver mittelte a-L TX-Signaltransduktion. Stabil mit HC110-
R-Myc/6xHis transfizierte HEK-293-Zellen wurden mit 1 uM Fura-2/AM beladen und je 1x10°Zellen in
Losung pro Messung eingesetzt. Fluoreszenzspektroskopisch wurde die Anderung der [Ca®']; in nM nach
Zugabe eines oder mehrerer Stimuli ermittelt. Die Zugabe der ersten Substanz, das Fusionsprotein des Klons
pET-DAFA1-702, erfolgte nach 100 sec in einer Konzentration von 100 nM. Nach 300 sec wurde die zweite
Substanz (0-LTX) in einer Konzentration von 200 pM hinzugegeben und die Anderung der [Ca®']; fiir weitere
10 min beobachtet. In den Kontrollexperimenten wurden die Zellen nach 100 sec mit 200 pM o-LTX stimuliert
und die Anderung der [Ca®']; fiir weitere 600 sec beobachtet. Gezeigt sind die ermittelten prozentualen,
durchschnittlichen Unterschiede (rot) zu den Kontrollexperimenten (blau). Die Kontrollen wurden gleich 100 %
gesetzt.
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4. Diskussion

Der 110 kDa groBe Orphanrezeptor HC110-R aus der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren wurde im Rahmen eines ,Immunscreenings’ mit dem anthelminthisch wirksamen
Medikament PF1022A, mit Hilfe einer AZAPII-cDNA-Expressionsbibliothek, aus dem
parasitischen Nematoden H. contortus, identifiziert. Das ,Screening’ erfolgte mit einem
PF1022A-KLH-Konjugat und einem Anti-PF1022A-KLH Antiserum (Saeger et al., 2001).
Anhand unterschiedlicher Ergebnisse aus C. elegans wurde ein Modell zum
Wirkmechanismus des Anthelminthikums aufgestellt. Emodepsid aktiviert durch Bindung an
Latrophilin eine Phospholipase-B-Kaskade und erhoht die intrazellulire Ca®’-Konzentration.
Auf diese Weise kommt es zur Aktivierung des K'-Kanals Slo-1 und dadurch bedingt zu einer
Inhibierung der pharyngealen Pumpaktivitdt (Harder et al., 2005; Guest et al., 2007). Die
physiologische Funktion der Latrophiline und Latrophilin-dhnlichen Rezeptoren ist bisher
nicht bekannt. Aufschluss dariiber sollte die Identifizierung natiirlicher Liganden des
Rezeptors HC110-R geben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Proteinextrakten des frei lebenden Nematoden
C. elegans nach nativen Liganden des Orphanrezeptors HC110-R gesucht. Ferner wurden
potentielle natiirliche Liganden auf ihre Bindung an ein 54 kDa groBes NH,-terminales
Fusionsprotein des Rezeptors untersucht und Funktionsanalysen bindender Peptide/Proteine
an stabil mit HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen vorgenommen. Die vorliegende Arbeit
stellt  infolgedessen erstmals das Hitzeschickprotein Daf-21 als  potentiellen
Interaktionspartner des Rezeptors HC110-R vor. Zusitzlich gelang es in einem in vitro-
System, Bindungen verschiedener Neuropeptide an den aminoterminalen Teil des Rezeptors
nachzuweisen und in einigen Fillen Kinetik und Affinitit dieser Bindungen zu bestimmen.

Der Orphanrezeptor HC110-R wurde aufgrund seiner 31%igen Identitdt zu den Latrophilinen
aus Sdugetieren der Familie der Latrophilin-dhnlichen Proteine zugeordnet (Saeger et al.,
2001). Die Latrophiline und Latrophilin-dhnlichen Proteine werden zu der Unterfamilie B der
GPCR gezihlt. Charakteristisch fiir diese Gruppe ist ein grofer extrazelluldrer NH,-Terminus
mit einer Hormonbindungsdoméne (Kristiansen, 2004). Sie reprisentiert eine der gréfiten
Rezeptorfamilien fiir Hormone und Neuropeptide, zur Regulation unterschiedlicher
sekretorischer Prozesse, die in verschiedene wichtige biologische Funktionen involviert ist
(Cardoso et al., 2006; Jelinek et al., 1993; Lin et al., 1992; Chen et al., 1993). Innerhalb
dieser Unterfamilie existiert eine Gruppe von Rezeptoren (LNB-TM7), die sich durch sehr
groBBe extrazelluldre Doménen mit einigen gut charakterisierten Proteinmodulen auszeichnen.
Sie scheinen zusitzlich, durch Bindung an die extrazellulire Matrix oder durch Interaktion
mit Membranproteinen anderer Zellen, als Zell-Zell-Adhédsionsmolekiile zu fungieren (Stacey
et al., 2000; Foord et al., 2002) Uber die physiologische Funktion der Latrophiline ist bisher
wenig bekannt. Trotz hoher Sequenzdhnlichkeiten untereinander wird davon ausgegangen,
dass die drei Latrophiline unterschiedliche Funktionen haben und daher auch verschiedene
endogene Liganden binden (Matsushita et al., 1999). Unter Beriicksichtigung des
Expressionsmusters in den Geweben, ist eine Synapsen- oder Neuronen-spezifische Funktion
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auszuschlieBen (Siidhof, 2001). Extrazelluldre native Liganden dieser Rezeptoren wurden bis
dato nicht beschrieben. Es wurde jedoch eine Interaktion des intrazelluldren, C-terminalen
Teiles von Lat-1 und Lat-2 mit hoher Affinitit an die PDZ-Doméne der ProSAP/SSTRIP
(Somatostatin Rezeptor interagierende Proteine)/Shank-Proteine beschrieben. Dabei handelt
es sich um postsynaptisch exprimierte Proteine. Fiir Lat-1 konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass es nicht nur pré-, sondern auch postsynaptisch lokalisiert ist. Durch Assoziation mit Lat-
1 bewirkt das Protein ProSAP1/Shank2 eine Anreicherung des Rezeptors an definierten pra-
und/oder postsynaptischen Stellen und spielt eine wichtige Rolle in der Bildung zelluldrer
Kontakte an Synapsen in der neuronalen Entwicklung (Kreienkamp et al., 2002).

Im humanen Genom existieren 33 Mitglieder der Gruppe der LNB-TM7-Rezeptoren.
Beispiele fiir Mitglieder dieser Gruppe sind der CD97-Rezeptor und EMR 1 (,EGF-like
module containing mucin-like receptor’). Fiir keines dieser Mitglieder konnte bisher ein
nativer Ligand identifiziert werden. Fiir zwei Rezeptoren wurden jedoch interagierende
Proteine beschrieben, die mit hoher Affinitdt binden (Foord ef al., 2002). Der CD97-Rezeptor
bindet den ,Decay accelerating factor’ (DAF oder CDS55), ein 312 AS langes Protein. Dieses
ist iiber einen GPI-Anker (Glykosylphosphatidylinositol-Anker) mit der Plasmamembran
verbunden (Gray et al., 1996, Lin et al., 2001). CD55 induziert in rekombinanten Systemen
(HEK-293-Zellen und T-Lymphozyten) keine G-Protein-vermittelte Signalweiterleitung, ist

jedoch durch Kostimulation an der Aktivierung der Scr-verwandten Kinase p56'*

beteiligt.
Der zweite Rezeptor dieser Gruppe, fiir den ein Ligand identifiziert werden konnte, ist der
Latrophilin-Rezeptor. Dieser bindet mit dem Neurotoxin a-LTX einen artifiziellen Liganden,
der in der Lage, ist die Ausschiittung von Neurotransmittern zu stimulieren. Studien an den
Rezeptoren CD97 und Latrophilin weisen darauf hin, dass die Signalweiterleitung der LNB-
7TM-Rezeptoren weitaus mehr beinhaltet als die Stabilisierung des G-Protein aktivierten
Zustandes (Foord et al., 2002). Dies konnte auf die meisten, wenn nicht alle LNB-7TM-
Rezeptoren zutreffen. Allen gemeinsam ist eine GPS-Doméne und fiir die meisten konnte eine

Adhisionsdomaéne in ihrem NH,-Terminus identifiziert werden (Stacey et al., 2000).

4.1 Neuropeptide der flp-Familie als potentielle, native Liganden von
HC110-R

In unterschiedlichen Versuchsansétzen wurden Neuropeptide aus dem Nematoden C. elegans
als putative, native Liganden des Orphanrezeptors HC110-R untersucht. Zu Grunde lagen
diesen Versuchen in erster Linie Ergebnisse einer Studie zum Wirkmechanismus des
Anthelminthikums Emodepsid an somatischen Muskelpraparationen des Nematoden A. suum.
Gezeigt wurde, dass Emodepsid zu einer Muskelrelaxation fiihrt. Durch Acetylcholin oder das
Neuropeptid AF2 stimulierte Muskelkontraktionen konnten zudem durch Zugabe von
Emodepsid inhibiert werden. Weiterhin konnten durch Acetylcholin induzierte, tonische
Muskelkontraktionen mittels Emodepsid schnell relaxiert werden. Es zeigte sich, dass die
inhibitorische Wirkung von Emodepsid {iiber den Nervenstrang vermittelt wird.
Elektrophysiologische Messungen ergaben, dass Emodepsid eine Ca*'-abhingige
Hyperpolarisation der Muskelzellen bewirkt. Zusétzlich ist die Wirkung von Emodepsid,
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ghnlich wie bei den inhibitorischen Neuropeptide PF1 und PF2, von extrazellulirem K"
abhingig. Emodepsid scheint somit den Wirkmechanismus inhibitorischer Neuropeptide an
neuromuskuldren Verbindungsstellen zu imitieren und die Freisetzung inhibitorischer
Neurotransmitter oder Neuromodulatoren an Nervenendigungen zu stimulieren (Willson et
al., 2003).

Die meisten der heute zur Bekdmpfung von Nematoden eingesetzten Anthelminthika wirken
durch eine selektive Beeinflussung der Funktion von Neurotransmitter-Rezeptoren (Geary
und Kubiak, 2005). Es konnte jedoch bis dato noch fiir kein Anthelminthikum nachgewiesen
werden, dass es am neuropeptidergen System der Nematoden angreift (Maule ef al., 2002). In
den letzten Jahren richtete sich deshalb das Interesse auf die Identifizierung und
Charakterisierung von Neuropeptidrezeptoren als potentielle ,Target’-Proteine fiir eine neue
Generation von Anthelminthika. Der frei lebende Nematode C. elegans stand, nach
vollendetem Genomprojekt, im Vordergrund der Untersuchungen (Geary und Kubiak, 2005).
GPCR scheinen fiir die Wirkung der meisten FLP (,FMRFamid-like Peptide’) eine grofle
Rolle zu spielen (Maule et al. 2002). Die Generierung von Doppelmutanten, mit einer
Deletion oder einer Uberexpression im Gen fIp-I und mit einer Mutation in einer Untereinheit
eines G-Proteins, die zu einem Verlust oder einem Gewinn der Funktion fiihrt, ergab, dass alle
Mutanten mit einer einzelnen G-Protein-Mutation einen Defekt in der Lokomotion aufwiesen.
Dies weist darauf hin, dass die Flp-1-Peptide einen G-Protein-vermittelten Einfluss auf die
Lokomotion ausiiben (Li et al., 1999). Die Aktivierung von GPCR kann indirekt durch
Elemente der Signalweiterleitung beobachtet werden. Dies kann beispielsweise die G-Protein-
Aktivierung sein. Der Rezeptor fiir das Peptid Flp-14 (AF2) konnte als ein GPCR identifiziert
werden, indem in vitro eine Bindung von radioaktiv gekoppeltem GTPYS iiber AF2/Flp-14 an
Membran-Praparationen aus A. suum nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass der Prozess des GDP-GTP-Austausches in der Gg-Untereinheit durch Bindung von
AF2/Flp-14 induziert wird. Ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung eines GPCR am
Wirkmechanismus eines Neuropeptids ist die Identifizierung eines sekundédren Botenstoffes
(McVeigh, 2006). In verschiedenen Studien konnten sekundire Botenstoffe identifiziert
werden, welche mit der Neuropeptid-induzierten, GPCR-vermittelten Signaltransduktion
assoziiert sind. Ein Beispiel stellt in diesem Zusammenhang der sekundéire Botenstoff cAMP
dar (Maule et al., 2002).

Mehreren Arbeitsgruppen gelang es in den letzten Jahren mittels effizienter Verfahren der
reversen Pharmakologie in C. elegans verschiedenen Rezeptoren Neuropeptidliganden
zuzuordnen. Insgesamt wurden in der Literatur bis dato 11 FLP-Rezeptoren aus C. elegans
beschrieben (Lowery ef al. 2003; Kubiak et al., 2003a und b; Mertens et al., 2004, 2005a und
b, 2006). Alle gehoren der Unterfamilie A der GPCR an (McVeigh et al., 2006). Untersucht
wurde die Liganden-induzierte Bindung von GTPYS an Membranen von CHO-Zellen, die mit
je einem Rezeptor und einem chimeren G-Protein transfiziert waren. Auf diese Weise gelang
es, die flp-15-Peptide als Liganden des Rezeptors C10C6.2 (Kubiak et al., 2003a), die flp-18-
Peptide als Liganden der Rezeptoren C16D6.2, F41E7.3, Y58G8a.1, C53C7.1 und C25G6.5
(Lowery et al., 2003), die fIp-3-Peptide als Liganden des Rezeptors C53C7.1 (Lowery et al.,
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2003) und das FLP-21-Peptid als Ligand des Rezeptors C25G6.5 (Lowery et al., 2003) zu
identifizieren. FLP anderer Gene konnten zudem als Liganden der Rezeptoren C16D6.2 und
C10C6.2 identifiziert werden (Lowery et al., 2003). Durch Expression des Rezeptors C39E6.6
und einem K'-Kanal in Xenopus laevis-Oozyten gelang die Identifizierung des FLP-21-
Peptids und der fIp-18-Peptide, die in der Lage waren, den K'-Kanal zu aktivieren (Rogers et
al., 2003; Kubiak et al., 2003b). Mertens et al. hingegen exprimierten Rezeptoren und das G-
Protein Gy16 in HEK-293- oder CHO-Zellen und untersuchten diese mit Hilfe eines Calcium-
Fluoreszenzindikators auf eine Liganden-induzierte Ca®*-Antwort. Die Peptide der Gene fIp-7
und fIp-11 wurden darauthin als Liganden der Rezeptoren C26F1.6 und YS59HI1AL.l
(Mertens et al., 2004, 2006), die FLP-2-Peptide als Liganden der beiden Isoformen des
Rezeptors T16F4.1 identifiziert. Folglich scheint es sowohl moglich, dass ein Rezeptor
mehrere FLP verschiedener Gene bindet, als auch, dass ein einzelnes FLP als Ligand
unterschiedlicher Rezeptoren fungiert. Bisher ist noch nicht sicher, ob die Ergebnisse der C.
elegans-Studien auf parasitische Nematoden iibertragbar sind (Li et al., 2005). Viele Daten
sprechen jedoch dafiir, dass fIp-Gene groBtenteils im gesamten Stamm vergleichbar sind
(McVeigh, 2006).

4.1.1 Kinetik der Interaktionen zwischen Neuropeptiden und HC110-R

In der hier vorgestellten Studie wurde eine Auswahl an Neuropeptiden aus C. elegans mittels
eines Oberflichenplasmonresonanz-Biosensors auf eine Bindung an ein aminoterminales
Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Neuropeptide AF1, AF2, AF4, AF10, AF11, AF12, AF19, PF1, PF2 und PF3 in vitro an den
Aminoterminus binden. Durch den Vergleich der Detektionsgrenzen dieser Neuropeptide
konnte nachgewiesen werden, dass sich das Bindungsverhalten der Peptide, trotz sehr grof3er
Ahnlichkeit der Aminosduresequenzen, deutlich unterscheidet. Untersucht wurden
Neuropeptide der C. elegans-Gene flp-1 (AF11, PF1 und PF2), fIp-4 (AFS5), fip-6 (PF3), fIp-§
(AF1), flp-13 (AF19), fip-14 (AF2) und fIp-18 (AF4, AF10 und AF12). Das Neuropeptid AF5
nahm wéhrend der durchgefiihrten Messungen eine Sonderstellung ein. Es zeigte unter
etablierten Standardbedingungen eine starke unspezifische Bindung an die Matrix der
Flusszelle, so dass der Laufpuffer verdndert werden musste. Erst mit einer Konzentration von
300 mM NacCl konnte eine Bindung gemessen werden.

Studien {iiber genetische Interaktionen in C. elegans bestitigen die hier ermittelten
Interaktionen. Es wurden Interaktomdaten, Daten zu Phinotypen, zur Genexpression und zu
Funktionen aus den drei Modellorganismen Saccharomyces cerevisiae, C. elegans und D.
melanogaster verwendet und computergestiitzte Vorhersagen iiber genetische Interaktionen in
C. elegans gemacht. Es resultierte ein Netzwerk aus 18183 genetischen Interaktionen (Zhong
und Sternberg, 2006). Recherchen in der Datenbank auf mogliche Interaktionspartner von /at-
I ergaben potentielle Interaktion mit den Genen flp-1, flp-3, flp-6, flp-7, flp-8, fIp-9, flp-13,
flp-14, flp-17 und fIp-18. Die Vorhersage beruht auf der Information, dass alle hier genannten
Gene in C. elegans in den gleichen biologischen Prozess involviert sind. Es gibt zusétzlich
Daten aus ,Microarrays’, die auf eine Interaktion zwischen fIp-7, flp-17 und flp-6 mit lat-1
hinweisen (http://tenaya.caltech.edu:8000/predict). Fiir alle Neuropeptide, die in dieser Arbeit
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eine Bindung an den aminoterminalen Teil des Rezeptors aufwiesen, wird auch in der oben
beschriebenen Analyse eine Interaktion mit lat-1 aus C. elegans vorhergesagt. Nur flir das
Gen fIp-4, welches flir das Neuropeptid AFS5 kodiert, wurde keine Wechselwirkung
vorhergesagt. Es fillt jedoch auf, dass es sich bei AF5 um das Peptid handelt, welches sich in
seinen Bindungseigenschaften deutlich von den anderen Peptiden unterscheidet. In einer
Kontrolle wurde die Aminoséduresequenz des Peptids AF19 in eine willkiirliche Reihenfolge
gebracht und die Bindung dieses kiinstlichen Peptids unter gleichen Bedingungen untersucht.
Dabei zeigte dieses Peptid eine starke unspezifische Bindung, sowohl an die mit dem
Fusionsprotein gekoppelte Oberfliche als auch an die Referenzoberfliche, welche die
Bindung an das Fusionsprotein sogar noch iiberstieg. Es konnte somit eindeutig gezeigt
werden, dass die Bindung des Neuropeptids AF19 an den aminoterminalen Teil des Rezeptors
ausschlieBlich auf die spezifische Sequenz zuriickzufiihren ist. Diese Beobachtung lésst die
Schlussfolgerung zu, dass es sich auch bei AF5, welches sich in seinen
Bindungseigenschaften ebenfalls eindeutig von denen der anderen Peptide unterscheidet,
nicht um einen nativen Interaktionspartner handelt. Dies wire im Einklang mit den
Vorhersagen von Zhong und Sternberg (2006).

Fiir die gemessenen Interaktionen der Neuropeptide AF1, AF2, AF10, PF2 und PF3 gelang
es, bei der Auswertung ein Bindungsmodell anzupassen, kinetische Parameter abzuleiten und
somit die Affinititen der hier gemessenen Bindungen zu bestimmen. Die Ratenkonstanten k,
und kg beschreiben die Geschwindigkeit der Bildung bzw. des Zerfalls eines Komplexes
zwischen zwei Bindungspartnern. Die in  dieser Untersuchung bestimmten
Assoziationsratenkonstanten lagen in einem Bereich von 2x10' bis 5x10° M7's”. Sie
beschreiben eine sehr langsame Assoziation der Komplexe. In der Literatur wird fiir typische
biologische Interaktionen ein Bereich von 1x10° bis 1x10” M™'s™ angegeben (,Kinetics and
Affinity  Analysis with Biacore’, Level 1, 2005; Biacore, Freiburg). Die
Dissoziationsratenkonstanten hingegen lagen fiir alle hier bestimmten Interaktionen in einem

engen Bereich zwischen 1x107 bis 5x107 5.

Diese Werte beschreiben eine schnelle
Dissoziation der Komplexe. Ein k4-Wert von 1x107 s! steht fiir einen Zerfall von 1 % der
Komplexe pro Sekunde und somit einer Halbwertszeit von 69,3 s. Im Vergleich dazu
beschreibt eine Dissoziationsratenkonstante von 1x10° s einen Zerfall von 0,0001 % der
Komplexe pro Sekunde. Dies entspricht einer Halbwertszeit von 8 Tagen. Biologische
Reaktionen besitzen meist kg-Werte zwischen 1x10™ bis 5x10° s (,Kinetics and Affinity
Analysis with Biacore’, Level 1, 2005; Biacore, Freiburg). Mit Hilfe der Ratenkonstanten ist
es moglich, die Affinitdt einer Interaktion zu bestimmen. Aus dem Quotienten des ky- und des
ko-Wertes ergibt sich die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp. Diese Konstante
beschreibt die Dissoziationstendenz eines Komplexes mit einer hoheren Tendenz bei
steigendem Wert. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante konnte mit den ermittelten
Parametern fiir die Neuropeptide AF1, AF10 und PF2 bestimmt werden. Es ergab sich fiir
AF1 ein Kp-Wert von 11 puM, fiir AF10 ein Kp-Wert von 52 uM und fiir PF2 ein Kp-Wert
von 530 puM. In der Literatur sind Werte von 10 uM bis 1 pM als typisch fiir biologische
Interaktionen angegeben (,Kinetics and Affinity Analysis with Biacore’, Level 1, 2005;
Biacore, Freiburg). Alle hier berechneten Konstanten beschreiben Reaktionen mit niedriger
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Affinitdt. Mit der Methode der Oberflichenplasmonresonanz ist es schon in der
Vergangenheit gelungen, Bindungen mit einer sehr geringen Affinitdt zu charakterisieren.
Niedrige Bindungsaffinititen sind beispielsweise fiir die Signaltransduktion nicht
ungewoOhnlich (Panayotou et al., 1993; Lemmon et al., 1994). Bindungsaffinititen im
millimolaren Bereich sind verbreitet bei Zell-Zell-Interaktionen,  Stoffwechsel-
Transportprozessen, bei der immunologischen Erkennung und der Kontaktaufnahme von
Viren oder Bakterien an ihre Wirtszelle. Bei Messungen mit einem schwachen Antikorper
wurden Kp-Werte bis zu 1 mM beschrieben (Strandh ef al., 1998). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass die Affinitdt von Laktose an einen immobilisierten Antikdrper mit einem Kp-
Wert von 120 uM sehr schwach ist (Malmgqvist, 1999).

Aufgrund seiner sieben Transmembranhelices ist ein GPCR extrem hydrophob und benéotigt
ein hydrophobes Milieu, um seine native Konformation beizubehalten (Stenlund ez al., 2003).
Einige Proteine konnen somit aufgrund ihrer Instabilitdt oder Unldslichkeit nur schwer mittels
SPR untersucht werden. In solchen Fillen kann ein Proteinfragment generiert werden, das die
potentielle Bindestelle enthdlt und an Stelle des vollstindigen Molekiils eingesetzt wird. Die
heterologe Proteinexpression in E. coli eignet sich fiir diese Untersuchungen. Das
rekombinante, mit einem ,Tag’ fusionierte Protein wird chromatographisch gereinigt und als
Analyt oder Ligand eingesetzt. Vergleiche der kinetischen Parameter einer Interaktion mit
einem Fragment, im Gegensatz zu einer Interaktion mit dem vollstindigen Protein, kdnnen
helfen, die Funktionsweise eines Molekiils besser zu verstehen. Eine hohere Bindungsaffinitét
der Fragmente im Vergleich zum gesamten Protein ist ungewohnlich. Trotzdem wurde ein
solches Beispiel in der Literatur beschrieben. Die Bindung von GRK1 (G-Protein gekoppelte
Rezeptorkinase, die in den Signalweg GPCR involviert ist) an Recoverin wurde mit der
Bindung an verschiedene aminoterminale Fragmente verglichen. Die Affinitét der Fragmente
iberstieg in diesem Fall die Affinitdt des vollstindigen Proteins (Levay et al., 1998). Im
Gegensatz dazu zeigten GST-Fusionsproteine von Phosducin-Fragmenten eine Bindung mit
geringerer Affinitdt an Ggy als das vollstdndige Phosducin (Xu et al., 1995). Fragmente von
PDE,, banden PDE, (PDE, eine cGMP Phosphodiesterase, ein Effektor der GPCR assoziierten
Signalweiterleitung) mit einer 1000fach geringeren Affinitdt (Kp = ca. 1 uM) als der native
PDEqg-Komplex (Kp = 1 nM) (Slepak, 2000). Fiir die Bindung des Neuropeptids AF9 an den
Rezeptor NPR-1 (Neuropeptid Y-dhnlicher Rezeptor) aus C. elegans konnte mit Hilfe eines
radioaktiven ['*’I-Tyr°]-AF9-Bindungsassays an Membranpréparationen transfizierter CHO-
Zellen fiir beide Isoformen des Rezeptors eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante ermittelt
werden. Der Kp-Wert lag fiir die Val-215-Isoform bei 59,5 pM und fiir die Phe-215-Isoform
bei 227,2 pM (Kubiak et al., 2003b). In Studien am CRF-Rezeptor - ein GPCR der
Unterfamilie B aus Vertebraten - wurden die Bindungsaffinititen nativer Neuropeptidliganden
an den Rezeptor, isoliert aus dem Gehirn von Ratten bzw. aus dem Herzen von Miusen, mit
den Bindungsaffinititen der in E. coli exprimierten NH,-Termini des Rezeptors nach
Renaturierung verglichen. Mit Hilfe eines kompetitiven Bindungsexperiments mit '*’I-Tyr’-
markierten Neuropeptiden konnten die Kp-Werte der Interaktionen berechnet werden. Die
Kp-Werte der Wechselwirkungen mit den renaturierten NH,-Termini lagen mit Werten
zwischen 6,75 nM und 682 nM in allen Féllen deutlich iiber denen der vollstindigen



4. Diskussion 116

Rezeptoren von 0,1 nM bis 60,9 nM. Sie zeigten demnach in allen Féllen eine geringere
Affinitét (Klose et al., 2005).

Es ist moglich, dass die Konformation des Fusionsproteins fiir die Affinitdt der Peptide eine
Rolle spielt. Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Protein handelte es sich um ein
heterolog exprimiertes Fusionsprotein. Aufgrund der Uberexpression lag das rekombinante
Protein in Form von unldslichen Inklusionskorpern vor. Diese wurden solubilisiert und
chromatographisch aufgereinigt. Eine Renaturierung erwies sich als unmdglich. Die
Renaturierung von Inklusionskorpern ist besonders fiir komplexe, hydrophobe Proteine,
Proteine mit mehreren Doménen, Oligomere oder Proteine mit vielen Disulfid-Briicken
problematisch. Bei der in vitro-Faltung konkurrieren immer die inkorrekte Faltung und die
Aggregation mit der nativen Form. Zu Aggregationen kann es durch hydrophobe
Interaktionen von Faltungsintermediaten kommen. Ein weiteres Problem kann die, die
Renaturierung begleitende Bildung von Disulfidbriickenbindungen sein. Mit der Zahl der
Cysteinreste nimmt die Zahl der mdglichen Disulfidbriickenbindungen drastisch zu und die
Zahl der korrekt gefalteten Molekiile sinkt statistisch (Rudolph und Lilie, 1996). Fiir den
Rezeptor HC110-R sagt das Computerprogramm ,Disulfind’ (Ceroni et al., 2006) bis zu 5
Disulfidbriickenbindungen voraus. Verschiedene Studien mit in eukaryotischen und
prokaryotischen Systemen exprimierten Aminotermini mit sechs Cysteinen verschiedener
GPCR der Unterfamilie B, wie z.B. CRF;, CRF,,, PTH-1 und GLP-1 aus Sdugetieren zeigten,
dass die NH,-Termini die Hauptbindungsstelle fiir Peptidliganden darstellen (Klose et al.,
2005). Zusitzlich scheint das spezifische Muster der Disulfidbriickenbindungen kritisch fiir
die Interaktion zu sein (Qi et al., 1997). Die Frage, ob zudem Glykosylierungen die Bindung
beeinflussen, wird kontrovers diskutiert (Hofmann ez al., 2001; Assil und Abou-Samra, 2001;
Pang et al., 1999; Ho et al., 1999; Goke et al., 1994; Unson et al., 1995; Bisello et al., 1996;
Lopez et al., 2003). Fiir wichtige Mitglieder der Unterfamilie, wie den Glukagon-Rezeptor,
den PTH/PTHrP-Rezeptor und das isolierte aminoterminale Fragment des GLP-1-Rezeptors,
konnte jedoch eindeutig gezeigt werden, dass die Glykosylierung keinen Einfluss auf die
Bindung der Liganden hat (Unson et al., 1995; Bisello et al., 1996; Lopez et al., 2003). Die
niedrige Affinitdt der mittels Oberfldchenplasmonresonanz detektierten Bindungen konnte
somit auf den denaturierten Zustand des Fusionsproteins zuriickzufiihren sein. Denaturierte
Proteine liegen moglicherweise in Form so genannter ,random coils’ vor. Diese beschreiben
die Konformation von Molekiilketten, deren Riickgrat zufdllig im dreidimensionalen Raum
angeordnet ist (Baldwin und Zimm, 2000). Ferner wére es denkbar, dass eine hochaffine
Bindung an den Rezeptor HC110-R erst durch Beteiligung eines weiteren Teils des Rezeptors
moglich ist. Studien mit Rezeptoren der Unterfamilie B weisen darauf hin, dass die
Bindungsstelle der Peptidliganden diskontinuierlich ist und aus Kontaktpunkten des NH,-
terminalen Teils und der drei extrazelluldren Schleifenregionen besteht (Kristiansen, 2004).
Alle Mitglieder dieser Gruppe besitzen in ihrer ersten extrazelluldren Schleifenregion nahe
der zweiten Transmembrandoméne einen hochkonservierten Asparaginsdurerest. In der
Position davor befindet sich meist eine konservierte basische Aminosédure. Es konnte gezeigt
werden, dass es sich dabei um Schliisselaminosduren in der Ligandenbindung und der
Rezeptoraktivierung handelt (Langer et al., 2003). Bei Interaktionen mit Peptidliganden wird
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davon ausgegangen, dass bis zu sieben der aminoterminalen Aminosdurereste der Liganden
zwischen den sieben Transmembrandominen zu liegen kommen, und der tibrige Teil des
Liganden mit dem NH,-Terminus und den extrazelluldren Schleifenregionen interagiert. Ein
Modell besagt, dass der carboxyterminale Bereich des Peptidliganden mit niedriger Affinitat
mit der Hormonbindungsdoméne des Rezeptors interagiert, wodurch die Bindungsenergie fiir
die Interaktion des aminoterminalen Teils des Liganden an die Transmembrandoménen
entsteht und der Rezeptor aktivert wird (Unson, 2002). Untersuchungen der Bindung des
artifiziellen Liganden o-LTX an Latrophilin aus Sdugetieren mit 16slichen, heterolog in COS-
7-Zellen exprimierten, aminoterminalen Teilen des Rezeptors ergaben, dass diese in

Messungen mit radioaktivem

[-0-LTX eine geringere Affinitdt zu o-LTX zeigten als der
endogene Rezeptor. Die Affinitit der p120 Untereinheit des Latrophilins lag mit 25 nM unter
der Affinitdt des gesamten Rezeptors (Kp ~ 2,5 nM). Die Untersuchungen zeigten, dass die
Aminoséuren 467 bis 891 fiir die Bindung essentiell zu sein scheinen. Diese Region beinhaltet
die erste Transmembrandoméne der p85-Untereinheit und die C-terminale Hélfte der p120-
Untereinheit des Rezeptors, einschlieBlich der 4-Cystein Region. Durch Versuche mit der
16slichen p120-Untereinheit, konnte eine a-LTX-Bindung mit geringer Affinitdt an die
Aminoséduren-Region 467 bis 770 nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass die p85-
Untereinheit fiir die Stabilisierung des o-LTX-p120-Komplexes von Bedeutung zu sein
scheint. Eine Beteiligung der extrazelluldren Schleifenregionen konnte in diesem Fall
ausgeschlossen werden. Der Bindevorgang konnte somit aus zwei Schritten bestehen. Im
ersten Schritt bindet a-LTX mit méBiger Affinitdt an den extrazelluldren Teil des Rezeptors.
In einem zweiten Schritt erfolgt dann eine Wechselwirkung mit der ersten
Transmembrandoméne und/oder den Membran-Lipiden, wodurch es zu einer Insertion in die
Membran kommt. Die Affinitdt der Bindung wird so noch einmal erhoht (Krasnoperov et al.
1999). Fiir den PTH,-Rezeptor konnte ebenso gezeigt werden, dass der Aminoterminus des
Liganden PTH (parathyreoides Hormon) mit der sechsten Transmembrandoméne und
zusitzlich mit einer Aminosiure am Ubergang zwischen aminoterminalem Teil und erster
Transmembrandoméne interagiert. Zudem bindet er an die erste extrazelluldre Schleifenregion
(Unison, 2002). Fiir den nativen Liganden Urocortin 1 des CRF-Rezeptors aus Vertebraten
konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die Bindung zum einen an eine Bindungsstelle
des NH,-Terminus, zum anderen an eine Bindungsstelle nahe der Membran erfolgt (Klose et
al., 2005).

Bei dem fiir die hier vorgestellten Bindungsstudien eingesetzten SPR-Messgerit liegt die
Detektionsgrenze fiir Analyten, in Abhingigkeit von der Substanz, bei einem
Molekulargewicht von 1000 Da. Schwache Interaktionen mit Analyten eines
Molekulargewichts <1000 Da erfordern ein experimentelles Design mit hohen Liganden- und
Analytenkonzentrationen, damit ausreichende Antwortgrolen erreicht werden konnen.
Nachteilig wirken sich hohe Analytenkonzentrationen jedoch auf den Puffereffekt aus, der im
Verhiéltnis zur Antwortgrof3e bedeutend wird (Strandh et al., 1998). Aus diesem Grund lag der
Ligandenbindungslevel bei allen hier durchgefiihrten Messungen bei mindestens 1000 RU, in
den meisten Féllen jedoch zwischen 3000 und 14000 RU. Die -eingesetzten
Analytenkonzentrationen lagen im hohen nanomolaren bis mikromolaren Bereich und waren
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somit ebenfalls sehr hoch. Der Puffereffekt lag bei einer Analytenkonzentration von 400 uM
in einem Bereich von 1000 bis 1500 RU. Eine Reduzierung des Puffereffektes war nicht
moglich. Zudem erfolgte die Kontrollmessung fiir jede Probe zeitlich versetzt, da es in einem
,Biacore 1000’ nicht moglich ist, eine Probe sukzessive iiber zwei Flusszellen zu leiten.
Dadurch ergab sich hiufig eine Differenz im Puffereffekt zu den Referenzmessungen und
erschwerte stark die Auswertung. Dennoch gelang es in der hier vorgestellten Studie, die
Methode der Oberflichenplasmonresonanz fiir die gegebene Fragestellung zu etablieren und
reproduzierbare Bindungen einer Reihe von Neuropeptiden an den aminoterminalen Teil des
Rezeptors HC110-R zu detektieren. Es gelang, Analyten mit einem Molekulargewicht an der
Detektionsgrenze des Messgerdtes auf Unterschiede in ihrem Bindungsverhalten hin zu
untersuchen, in einigen Fillen Bindungsmodelle anzupassen und somit Kinetik und Affinitét
der gemessenen Bindungen zu bestimmen. Es konnte mittels der vorgestellten Messungen
erfolgreich gezeigt werden, dass es sich bei den hier gemessenen Bindungen um spezifische
Interaktionen der Neuropeptide mit dem Rezeptor HCI110-R handelt und nicht um
hydrophobe Interaktionen. Die Bindungen scheinen alleine auf die Aminoséuresequenz der
Peptide zuriickzufiihren zu sein. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass der
Rezeptor HC110-R in der Lage sein konnte, in vivo Neuropeptide verschiedener fIp-Gene zu
binden. Dies wire vergleichbar mit den Ergebnissen einer Studie des Neuropeptid-Rezeptors
Y59HI11AL.1 aus C. elegans, fir den gezeigt werden konnte, dass er von Peptiden der Gene
flp-1, flp-7, fIp-9, flp-11, flp-13 und fIp-22 aktiviert werden kann. Insgesamt zeigten 15 der ca.
40 getesteten Peptide eine konzentrationsabhingige Aktivierung des Rezeptors. Die
Aminosduresequenz dieser Neuropeptide unterscheidet sich zum Teil sehr voneinander. Es ist
nicht moglich, eine ,Kernsequenz’ zu identifizieren, die alle Peptide teilen. Es wére aber
denkbar, dass der Rezeptor mehr als eine Bindungsstelle fiir die unterschiedlichen Peptide
aufweist (Mertens et al., 2006). Auch die in dieser Arbeit analysierten Neuropeptide zeigen
zum Teil groBe Unterschiede in der Aminoséuresequenz. Fiir das Verstdndnis der
Hintergriinde dieser Ergebnisse, sind jedoch vollstindige funktionelle und pharmakologische
Analysen notwendig. Neuropeptide und ihre Rezeptoren sind in Nematoden bis dato nur
unzureichend verstanden.

4.1.2 Neuropeptide und die oa-LTX-induzierte HC110-R-vermittelte Ca?'-
Signaltransduktion

Nach erfolgreichem Nachweis der Bindung verschiedener Neuropeptide aus C. elegans an das
54 kDa groBe, aminoterminale Fusionsprotein von HCI110-R in einem in vitro-
Detektionssystem sollte die Funktionalitidt der Neuropeptide untersucht werden. Verwendet
wurde eine stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte Zelllinie, die den gesamten Rezeptor,
fusioniert mit einem carboxyterminalem Myc-,Tag’ und einem 6xHis-,Tag’, exprimiert. Zu
diesem Zweck wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht, ob eines der Neuropeptide
in der Lage ist, den Rezeptor HC110-R zu aktivieren und den Ca*"-Haushalt in der Zelle zu
verdandern. Ferner wurden alle Neuropeptide auf eine Funktion als Modulatoren der o-LTX-
induzierten, HCI110-R-vermittelten Signalweiterleitung oder als Antagonisten des
Neurotoxins analysiert.
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Ca”" spielt eine Schliisselrolle als intrazellulirer, sekundirer Botenstoff und ist verantwortlich
fir die Regulation einer Vielzahl zelluldrer Funktionen (Tiruppathi et al., 2003).
Verdnderungen der [Ca®"]; spielen eine wesentliche Rolle in den Signalwegen vieler Liganden
und in der Induktion von Zelldifferenzierungen (Roe et al., 1990). Fiir die Regulation der
[Ca®"];, und somit einer Fiille an Signalen, besitzt die Zelle eine Vielzahl von Mechanismen.
An diesen Mechanismen sind viele GPCR beteiligt. Meist aktivieren diese PLC
(Phospholipase C)-Enzyme und induzieren auf diese Weise die Freisetzung von Ca*" aus
intrazelluldren Speichern und/oder den Einstrom von Ca®" iiber die Membran (Werry ef al.,
2003). Die [Ca*"]; liegt fiir Zellen im Grundzustand bei Konzentrationen unter 100 nM. Ein
Teil des Ca®" befindet sich sequestriert in Kompartimenten, wie beispielsweise dem ER oder
dem SR. Ferner liegt es in gebundener Form an intrazelluliren, Ca®*-bindenden Proteinen vor.
Ein Anstieg der [Ca®]; iiber einen elektrochemischen Gradienten erfolgt iiber selektiv
gedffnete Ca’’-Kanile. Ca*"-Kanile werden zum einen iiber G-Protein-gekoppelte Kanile
oder spannungsabhingige Ca**-Kanile des T- (transiente), N- (neuronale) oder L-Typs (lang
anhaltende Strome mit langsamer Inaktivierung) gesteuert, zum anderen iiber intrazellulér
aktivierbare Ca**-Kanile (Nowycky ez al., 1985; Brown, 1991).

Latrophiline binden o-LTX mit hoher Affinitit (Lelianova et al., 1997). Neuroendokrine,
bovine chromaffine Nebennierenmarkszellen besitzen einen endogenen natiirlichen
Latrophilin-Rezeptor (Kobayashi et al., 1986; Krasnoperov et al., 1997; Bittner et al., 1998).
Lat-1 oder ein nah verwandtes Protein konnte in Western Blot-Experimenten nachgewiesen
werden (Bittner und Holz, 2000). Schon eine Konzentration von 75 pM o-LTX fiihrte in
chromaffinen Zellen zu einem messbaren Einstrom von radioaktiv markiertem **Ca?* (Bittner
et al., 1998). Transient mit Latrophilin transfizierte, bovine chromaffine Zellen zeigten eine
10fach erhohte Sensitivitdt hinsichtlich der o-LTX-stimulierten Sekretion (Bittner et al.,
1998; Krasnoperov et al., 1999). Fluoreszenzmessungen einzelner Fura-2 beladener
chromaffiner Zellen in einem Ca”"-,Imaging’-System zeigten, dass schon 26 pM in transient
mit Latrophilin transfizierten Zellen eine Erhohung der [Ca*']; von 296444 nM induzierten.
Nicht transfizierte chromaffine Zellen fiihrten erst bei einer Konzentration von 260 pM o-
LTX zu einer durchschnittlichen Erhéhung der [Ca*']; von 395+204 nM. Bei mit Latrophilin
transfizierten Zellen betrug diese, bei einer Konzentration von 260 pM o-LTX, 766t£121 nM
Ca”" (Bittner ef al., 1998). In beiden Fillen erfolgte der extrazellulire Ca’'-Einstrom mit einer
Verzdgerung von etwas 1 bis 4 min. In einem radioaktiven *Ca®"-Aufnahme-,Assay’ wurden
nicht transfizierte oder mit Latrophilin transfizierte HEK-293-Zellen mit 250 pM oder 1 nM
a-LTX stimuliert. Nur in transfizierten Zellen induzierte o-LTX eine Ca’-Aufnahme mit
resultierender Sekretion (Bittner et al., 1998). Wurden HEK-293-Zellen mit Latrophilin-1
transfiziert, so reichte eine Konzentration von 50 pM fiir eine Ca2+-Freisetzung aus
(Ichtchenko et al., 1999; Krasnoperov et al., 1999; Hlubek et al., 2000). 50 nM a-LTX fiihrte
in Fura-2 beladenen, transient transfizierten HEK-293-Zellen im Ca’’-,Imaging’ zu einem
schnellen Anstieg der [Ca®']; innerhalb von 100 sec nach Zugabe, welche dann auf einem
Plateau blieb (Hlubek et al., 2000). HIT-T15-Zellen (pankreatische [-Zellen) sind
unempfinglich gegen a-LTX und exprimieren Latrophilin nur in vernachldssigbarer Menge.



4. Diskussion 120

In transient mit Latrophilin transfizierten HIT-T15-Zellen konnte in Untersuchungen gezeigt
werden, dass a-LTX zuerst die Repolarisierung spannungsabhingiger K'-Kanélen inhibiert,
auf diese Weise eine Membrandepolarisation induziert und danach durch Porenbildung die

[Ca™]; erh6ht. Die Poren konnten als Kanile des L-Typs identifiziert werden (Lajus et al.,
2006).

o-LTX bindet ebenfalls den Latrophilin-dhnlichen Rezeptor HC110-R und induziert eine
HC110-R-vermittelte Ca*"-Antwort in transient oder stabil transfizierten eukaryotischen
Zellen. Transient mit HC110-R-GFP transfizierte HEK-293-Zellen zeigten in einem Ca”'-
,Imaging’-System nach o-LTX-Stimulation eine funktionale Antwort. 75 nM a-LTX fiihrten
nach 2 min zu einer ersten kleinen Erhohung der [Ca®"]; um etwa 5+0,2 nM, gefolgt von einer
groBen Erhohung um 220%14,9 nM nach 22 min. Wildtypische Kontrollzellen zeigten in
diesem System keine Ca®"-Antwort. Transient mit dem By-adrenergen Rezeptor aus der Maus
oder dem humanen MI-Rezeptor (muscariner Acetylcholinrezeptor) transfizierte Zellen
fungierten zudem als Kontrolle und bestétigten, dass es sich um eine spezifische HC110-R-
vermittelte Antwort der Zellen handelt. Es konnte gezeigt werden, dass die Erhdhung der
[Ca®']; in erster Linie auf einen Einstrom extrazelluliren Ca®" zuriickzufiihren ist. Nur ein
geringer Teil kam durch Ausschiittung intrazelluldirer Speicher zustande. Ferner konnte
gezeigt werden, dass der Ca*"-Einstrom nicht auf einfache Diffusion, sondern auf Ca®'-
Kanile in der Plasmamembran zuriickzufiihren ist. Der Ca®"-Influx konnte fast vollstindig
mit 10 pM Cd*" blockiert werden. Die Zugabe von Nifedipin identifizierte sie zudem
groBtenteils als Kandle vom L-Typ (Saeger et al., 2001). Eine stabil mit HC110-R-Myc/6 X
His transfizierte HEK-293-Zelllinie zeigte dagegen einen deutlichen Unterschied hinsichtlich
threr Reaktion auf die Stimulation mit o-LTX. Im Gegensatz zu der dualen Antwort in
transient mit HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen, flihrte die Zugabe des Neurotoxins bei
den stabil transfizierten Zellen unmittelbar nach Stimulation zu einem schnellen und hohen
Ca’"-Anstieg. Dieser erreichte erst nach etwa 25 min wieder sein Ausgangsniveau. 25 nM -
LTX fiihrten in stabil transfizierten Zellen zu einer Erh6hung der [Ca®"]; um 106+38 nM, 75
nM o-LTX zu einem Ca’-Anstieg von 267+46 nM. Stabil mit HCI110-RMyc/6xHis
transfizierte HEK-293-Zellen in Suspension reagierten in einem Fuoreszenzspektrometer auf
eine Stimulation mit 750 pM a-LTX, 2 min nach Zugabe, mit einer Ca*"-Antwort von 440
nM. Anders als beim Ca*'-,Imaging’ war dieses Signal nicht kompensierbar, dass heiBt, es
erreichte auch nach 30 min nicht wieder den Ausgangswert, sondern blieb auf einem Plateau
(Bartl, 2001).

Fiir die heterologe Expression von GPCR in eukaryotischen Zellen und fiir physiologische
Studien der Signaltransduktion erwiesen sich insbesondere die humane, embryonale Nieren-
Zelllinie HEK-293 und die Nieren-Zelllinie COS-7 aus Affen als geeignet (Lutz ef al., 1993;
Schipani ef al., 1993; Reagan, 1994). Transiente Transfektionen von Latrophilin-Konstrukten
wurden bereits, sowohl in HEK-293- und chromaffinen Zellen (Bittner et al., 1998; Hlubek et
al., 2000) als auch in COS-7-Zellen (Lelianova et al, 1997; Ichtchenko et al., 1999),
durchgefiihrt und erwiesen sich als funktional. Ferner ist von den HEK-293-Zellen bekannt,
dass sie im Gegensatz zu chromaffinen Zellen keinen endogenen Latrophilin-Rezeptor
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besitzen (Bittner et al., 1998). Die im obigen Abschnitt vorgestellte, stabil mit HC110-
RMyc/6xHis transfizierte HEK-293-Zelllinie stellt somit ein etabliertes, funktionales System
zur Messung von Effekten auf die [Ca*"]; durch potentielle Liganden des Rezeptors, dar. Der
artifizielle Ligand o-LTX fungiert in diesem System als Kontrolle der Funktionalitit der
Zellpriaparationen. Wildtypische HEK-293-Zellen dienten in den beschriebenen Messserien
als Referenz. Auch diese Zellen zeigten jedoch auf die Zugabe von 200 pM 0-LTX eine Ca*'-
Reaktion. Von diesem Phédnomen wurde schon frither berichtet (Gombert, 2002). In der
Literatur konnte zudem beobachtet werden, dass Konzentrationen >50 pM in wildtypischen
HEK-293-Zellen einen geringen Einstrom von radioaktivem *Ca®* bewirken. Erklirt werden
konnte diese Zunahme der Ca®-Permeabilitit mit einem endogenen Zellprotein der HEK-
293-Zellen, da sie durch Pridinkubation der Zellen mit Concanavalin A vollstdndig blockiert
werden konnte (Krasnoperov et al., 1999). Ebenso wurde von einer Kanalbildung
wildtypischer HEK-293-Zellen in ,Patch-Clamp’-Experimenten bei Konzentrationen von 500
pM o-LTX berichtet. Ein Antikdrper gegen Latrophilin konnte in wildtypischen HEK-293-
Zellen keinen Rezeptor detektieren. Dennoch wire es denkbar, dass es zu einer Interaktion
des Toxins mit einem endogenen Rezeptor kommt, der in sehr geringer Anzahl vorliegt
und/oder das Toxin nur mit geringer Affinitdt bindet (Hlubek ef al., 2000). Evaluierungen der
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen ergaben jedoch, dass die o-LTX-
Antwort der wildtypischen Zellen durchschnittlich um 64 % unter der Antwort der mit
HCI110-R transfizierten Zellen lag. Die HC110-R-spezifische Komponente der Antwort war
somit deutlich zu erkennen. a-LTX-stimulierte, HC110-R-vermittelte Ca*'-Antworten traten
innerhalb der ersten 100 sec nach Zugabe des Toxins mit einer schnellen Erhohung [Ca*']; um
219114 nM auf. Die Antwort erreichte ein Plateau und sank innerhalb einer Messzeit von 10
bis 15 min nicht wieder auf das Niveau der Basislinie ab. Nach Einstrom des Ca’" setzen
normalerweise Prozesse ein, welche den Ruhezustand der Zelle wieder herbeifiihren. Ca*"
wird tiber Ca**-Pumpen, wie beispielsweise dem Na'-/Ca*"-Austauscher oder den Ca®'-
ATPasen (PMCAs), aus der Zelle oder iiber SR/ER Ca’"-ATPasen (SERCA) in die
intrazelluliren Kompartimente zuriickgeschleust (Krauss, 1997). Ferner konnen Ca®'-
bindende Proteine, wie Parvalbumin, Calretinin, Calsequestrin, Calreticulin und Calbindin,
die Konzentration des freien Ca*" senken (Neher und Augustine, 1992). In der Literatur wurde
jedoch ebenfalls von Einzelzellmessungen Fura-2-beladener, transient mit Latrophilin
transfizierter HEK-293-Zellen berichtet, die mit 50 nM o-LTX innerhalb von 100 sec nach
Stimulation zu einem schnellen Anstieg der [Ca2+]i fiihrten. Die [Ca2+]i blieb auf einem
Plateau (Hlubek et al., 2000). Die Form dieses Signals entsprach somit den hier vorgestellten
Ergebnissen mit stabil HC110-R transfizierten HEK-293-Zellen. Es wird somit deutlich, dass
die Irreversibilitit der Antwort nicht auf das Messsystem zuriickzufiihren sein kann. Wahrend
in der vorliegenden Studie die durchschnittliche Ca*"-Antwort von etwa 1x10°-Zellen
betrachtet wurde, wird in den Untersuchungen von Hlubek e/ al (2000) von
Einzelzellmessungen berichtet. Kontrollversuche mit ATP zeigten, dass die Zellen auch 10
min nach Stimulation mit o-LTX noch ein normales Reaktionsverhalten zeigten.
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Durch Stimulation der stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierten HEK-293-Zellen mit
einer Reihe von Neuropeptiden aus C. elegans konnte in einer Messserie gezeigt werden, dass
keines der Neuropeptide in der Lage ist, in dem hier vorliegenden System eine spezifische
Ca’"-Antwort zu induzieren. Die Zugabe der Neuropeptide erfolgte jeweils in einer
Konzentration von 20 uM. Verdnderungen der [Ca®*]; wurden iiber einen Zeitraum von 5 min
beobachtet, bevor die Funktionalitit der Zellen durch die Zugabe von 200 pM o-LTX
iiberpriift wurde. In der Literatur wurde von Experimenten mit einer Reihe von GPCR
berichtet, mit deren Hilfe Rezeptoren fiir Neuropeptide identifiziert werden konnten.
Kotransfektion des Rezeptors C10C6.2 (ein Neuropeptid Y-dhnlicher Rezeptor aus C.
elegans) mit G-Proteinen (Goq50, Gag5il-2, GogSs oder GogSz) in CHO-Zellen zeigte, dass
nur Zellen mit dem Rezeptor und dem G-Protein Ggsii-» aktiviert werden konnten. Als native
Liganden wurden auf diese Weise die Peptide des Gens flp-15 identifiziert. Der ECso-Wert
dieser Peptide liegt bei 2,4 uM (Kubiak et al., 2003a). Ebenfalls konnten die Neuropeptid-
Liganden fiir die Rezeptoren C26F1.6, T19F4.1a/b und YS9H11AL.1 (Tachikinin-dhnlicher
Rezeptor) zugeordnet werden. Die Ca®’-Anworten transient transfizierter HEK-293-Zellen,
kotransfiziert mit dem G-Protein Gy, traten innerhalb von 2 min nach Zugabe des
Neuropeptids auf. ECso-Werte der flp-7-Peptide und des Flp-11-Peptids lagen fiir den
Rezeptor C26F1.6 im Bereich zwischen 1 und 2 uM (Mertens et al., 2004). Transient und
stabil mit T19F4.1a bzw. T19F4.1b transfizierte CHO-Zellen (exprimierten zusétzlich stabil
das humane G-Protein G16) konnten mit den Neuropeptiden des Gens fIp-2 aktiviert werden.
Die ECso-Werte betrugen 53,1 nM respektive 54,4 nM (Mertens et al., 2005). Transient
YS9H11AL.1 transfizierte HEK-293-Zellen, kotransfiziert mit dem G-Protein Gg;6, konnten
mit Peptiden der Gene fIp-1, flp-7, flp-9, flp-11, flp13 und fIp-22 aktiviert werden. Ein Peptid
des Gens fIp-7 war besonders potent und besal einen ECso-Wert von 1,1 uM. Fiir die anderen
Peptide lag der Schwellenwert fiir eine Aktivierung bei mindestens 100 nM und es war nicht
moglich, ECso-Werte zu bestimmen (Mertens ef al., 2006). In allen berichteten Fillen erfolgte
die Ca*"-Antwort in einem Zeitraum von 2 min nach Zugabe der stimulierenden Substanz.
Uber die Form des Signals wurde in keinem der Fille Auskunft gegeben. Eine Messzeit von 5
min scheint hinsichtlich der in der Literatur angegebenen Messzeiten und der Reaktionszeit
des Systems auf o.-LTX ausreichend zu sein. Die ECsp-Werte der aktivierenden Neuropeptide
lagen in vielen Féllen im mikromolaren Bereich. Zusitzlich wurde in einigen Fillen sogar von
Mindestkonzentrationen im mikromolaren Bereich berichtet. Aus diesem Grund wurde die
Konzentration fiir die auf eine aktivierende Wirkung des Rezeptors HC110-R untersuchten
Neuropeptide mit 20 uM sehr hoch gewéhlt. Sie lag im Vergleich zu der fiir eine Aktivierung
notwendigen o-LTX-Konzentration mindestens 1x10°fach hoher. Beim Vergleich der
Angaben aus der Literatur, in denen ECsp-Werte bestimmt wurden, wird jedoch deutlich, dass
es sich bei a-LTX um einen sehr potenten Agonisten handeln muss. o-LTX-sensitive
pankreatische PB-Zellen aus Ratten zeigten in Messungen der [Ca®’]; mit Fura-2 eine
dosisabhingige Antwort. Die ECsp-Konzentration betrug in diesen Experimenten etwa 0,16
nM. Der maximale Effekt wurde bei einer Konzentration von 3 nM erreicht (Liu et al., 2005).
Bei der Beurteilung dieser Werte sollte jedoch in Betracht gezogen werden, dass in den aus
primédren pankreatischen B-Zellen gewonnenen Zelllinien INS-1 und MIN-6 in Northern Blot-
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Experimenten sowohl Latrophilin als auch Neurexin nachgewiesen werden konnten (Lang et
al., 1998). In MIN-6-Zellen konnte zudem im Western Blot gezeigt werden, dass diese Zellen
auch den dritten a-LTX-Rezeptor PTP-G exprimieren (Lajus und Lang, 2006). Die Werte sind
also nicht nur auf eine Latrophilin-vermittelte Antwort zurlickzufiihren, sondern zusétzlich
auf einen Effekt der a-LTX-bindenden Rezeptoren Neurexin und PTP-6. Ferner konnte
festgestellt werden, dass in B-Zellen eine 10 bis 15fach hohere a-LTX-Konzentration als in
Neuronen benétigt wurde, um eine Exocytose hervorzurufen. Dies weist auf eine niedrigere
Affinitdt der Toxin-Rezeptoren in [-Zellen hin. Es kann sich beispielsweise um Lat-2
handeln, fiir den eine geringere Affinitdt zu o-LTX als fiir Lat-1 nachgewiesen wurde
(Ichtchenko et al., 1999; Silva et al., 2005). Dennoch zeigt dieser Wert, in welcher
GroBenordung der ECsp-Wert fiir den Agonisten o-LTX zu liegen scheint. Vergleiche mit
Neuropeptidrezeptor-Interaktionen in C. elegans zeigen deutlich, dass die aktivierenden
Konzentrationen dieser in einem hohen nano- bzw. mikromolaren Bereich liegen und weisen
darauf hin, dass Neuropeptide in Nematoden in relativ hoher Konzentration wirksam sind.
Bioaktivititsmessungen verschiedener FLP an pharyngealen Préparationen von C. elegans
scheinen diese Ergebnisse zu bestitigen. Die aktiven Konzentrationen lagen fiir die
verschiedenen Peptide zwischen 100 nM und 1 pM. ECsp-Werte wurden fiir die potentesten
Peptide bestimmt. Fiir FLP-17A lag dieser bei 189 nM, fiir FLP-17B bei 126 nM und fiir
FLP-11A bei 105 nM (Papaioannou et al., 2005).

Ferner wurde untersucht, ob die getesteten Neuropeptide in der Lage sind, eine durch a-LTX-
stimulierte, HC110-R-vermittelte Ca®"-Antwort zu modulieren. Die Neuropeptide wurden in
einer Konzentration von 100 nM respektive 20 uM auf einen Effekt hin untersucht.

Das Anthelminthikum Emodepsid konnte mittels Ca**-Messungen als Modulator der o-LTX
induzierten Ca®"-Antwort identifiziert werden. In transient mit HC110-R-GFP transfizierten
HEK-293-Zellen fiihrte Emodepsid in einem Ca**-,Imaging’-System in Konzentrationen bis
zu 400 ng/ml (~400 nM) zu keiner Ca*"-Antwort. Auch eine vorherige Inkubation der Zellen
mit der Substanz stimulierten keine Erhéhung der [Ca®"];. Emodepsid war jedoch in der Lage,
die o-LTX-Signalgebung der transient transfizierten Zellen zu modulieren. In Gegenwart von
4 ng/ml (~4 nM) Emodepsid kam es, im Gegensatz zu der normalen, dualen Antwort, nach 14
min zu einer verringerten Ca®"-Antwort von 44+6,0 nM. 75 nM o-LTX induzierte ohne
Emodepsid nach 2 min eine kleine Erhohung der [Ca®"]; um etwa 5+0,2 nM, gefolgt von einer
groBen Erhohung von 220%14,9 nM nach 22 min. Eine Erhéhung der Emodepsid-
Konzentration auf 400 ng/ml fiihrte zu keiner weiteren Verringerung der a-LTX induzierten
Ca®"-Antwort (Saeger et al., 2001). Emodepsid konnte auf diese Weise als Antagonist des
Rezeptors identifiziert werden. Als Agonisten werden Liganden bezeichnet, die an einen
Rezeptor binden, den Zustand dieses Rezeptors verdndern und eine biologische Antwort
induzieren. Konventionelle Agonisten verstirken die Aktivitét eines Rezeptors. Vollagonisten
stimulieren ein System, so dass die maximale Kapazitit dieses Systems erreicht wird. Partielle
Agonisten hingegen erreichen nicht die maximale Antwortkapazitit. Die Bezeichnungen sind
systemabhéngig. Inverse Agonisten reduzieren die konstitutive, biologische Antwort. Ein
nicht endogener Agonist kann an der gleichen, primiren (orthosterischen) Bindungsstelle
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angreifen wie ein endogener Agonist, oder an eine andere, allosterischen (allotropischen)
Bindungsstelle eines Rezeptors binden. Ein Antagonist verringert die Antwort eines
Agonisten. Viele Antagonisten wirken auf dasselbe Rezeptormakromolekiil wie der Agonist
ein. Bei einem kompetitiven Antagonismus schlieBen sich die Bindung von Agonist und
Antagonist gegenseitig aus. Entweder konkurrieren beide Molekiile um dieselbe
Bindungsstelle oder ihre Bindungsstellen liegen nah beieinander bzw. iiberlappen und es
kommt zu einer synoptischen Interaktion. Eine dritte Mdglichkeit wire, dass zwar
unterschiedliche Bindungsstellen involviert sind, aber das Rezeptormolekiil in einer Weise
beeinflusst wird, die eine gemeinsame Bindung unmdglich macht. Ein allosterischer
(allotropischer) Modulator ist ein Ligand, der die Wirkung eines priméren (orthosterischen)
Agonisten oder Antagonisten durch Bindung an eine andere, allosterische (allotropische)
Bindungsstelle des Makromolekiils verstirkt oder verringert (Jacoby ef al., 2006).

In Untersuchungen an dem hier beschriebenen Messsystem konnte gezeigt werden, dass
keines der untersuchten Neuropeptide eine modulierende Aktivitit auf die HC110-R
vermittelte Ca®"-Antwort aufweist. Weder in der Konzentration von 100 nM noch in einer
deutlich hoheren Konzentration von 20 uM wurde die Antwort des Agonisten o-LTX
signifikant modifiziert. Durch vorherige Zugabe der Peptide &nderte sich weder die Hohe des
Ca”*-Signals noch sein Beginn oder Verlauf. Dies kann auf diverse Weisen begriindet werden.
Es konnte sein, dass geringe Effekte in dem hier verwendeten Messsystem nicht detektierbar
sind. Die Standardabweichung der Messungen ist hoch und zeigt eine groBe relative
Schwankung der AntwortgrofBen an. Geringe Effekte konnen somit nur schwer identifiziert
werden. Diese Schwankungen scheinen jedoch charakteristisch fiir Systeme zu sein, die
Verinderungen der [Ca®"]; aufzeichnen. Fluoreszenzmessungen chromaffiner Zellen in einem
Ca’'-,Imaging’-System zeigten Standardabweichungen von bis zu 50 % (Bittner et al., 1998).
Emodepsid konnte in erster Linie aufgrund des verdnderten Antwortverlaufs des LTX-Signals
als Antagonist des Rezeptors identifiziert werden, denn die Standardabweichung lag auch hier
bei bis zu 14 %. Weitere Antagonisten wurden bisher weder fiir die Latrophiline noch fiir die
Latrophilin-dhnlichen Rezeptoren beschrieben. Auch fiir Rezeptoren von Neuropeptiden in
Nematoden wurde bis dato noch von keinen Antagonisten oder Modulatoren berichtet. Der
Rezeptor NPR-1 aus C. elegans, homolog zu der Familie der Neuropeptid Y-Rezeptoren aus
Vertebraten, konnte als Rezeptor des Neuropeptids AF9 identifiziert werden. Das
Neuropeptid Y wurde auf eine antagonistische Aktivitdt untersucht. Diese Annahme konnte
jedoch nicht bestdtigt werden (Kubiak et al., 2003b).

Ca**-Messungen mit Fluoreszenzindikatoren erwiesen sich fiir die Identifizierung
aktivierender Liganden von Neuropeptid-Rezeptoren aus C. elegans nicht in allen Féllen als
geeignet. Der Agonist des Rezeptors NPR-1 wurde mit Hilfe eines radioaktiven
Bindungsassays mit [ S]GTPYS identifiziert. Es gelang mit dieser Methode, ECso-Werte der
Interaktion zu berechnen. Versuche zur Mobilisierung des intrazelluldren Ca®" durch den
Agonisten AF9 fiihrten jedoch zu keinem Ergebnis. Eine Erhohung der [Ca®']; nach
Stimulation mit AF9 konnte nicht nachgewiesen werden; es gelang somit nicht, mit transient
transfizierten CHO-Zellen ein funktionsfihiges System zur Bestimmung der [Ca®']; zu
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etabilieren (Kubiak et al., 2003b). Problematisch schien fiir die Etablierung vor allem die
Identifizierung des G-Proteins zu sein, welches fiir die Vermittlung des Signals verantwortlich
ist. Transient C10C6.2 (ein Neuropeptid Y-dhnlicher Rezeptor aus C. elegans) transfizierte
CHO-Zellen waren nur mit Kotransfektion des G-Proteins Gosii.> funktionsféhig, so dass
eine Erhohung der [Ca®]; mittels eines Fluoreszenzindikators gemessen werden konnte
(Kubiak ef al., 2003a). Fiir das im Rahmen dieser Arbeit verwendete System kann ebenfalls
nicht ausgeschlossen werden, dass die Kotransfektion eines G-Proteins fiir eine erfolgreiche
Aktivierung des Rezeptors durch einen Neuropeptid-Liganden notwendig ist.

Weiterhin lieBen sich manche Neuropeptid-Rezeptoren zwar in eukaryotischen Zellen
exprimieren, zeigten jedoch nach Stimulation eines Liganden nur eine Aktivitit, wenn die
Inkubationstemperatur 24 h vor der Messung auf 28 °C gesetzt wurde. Das
Temperaturoptimum des frei lebenden Nematoden C. elegans liegt mit 15 °C bis 19°C sehr
niedrig. Bei heterolog exprimierten C. elegans-Rezeptoren kommt es bei einer Temperatur
von 37 °C wahrscheinlich zu einer Fehlfaltung und Aggregation des Rezeptors (Kubiak et al.,
2003a, 2003b). Eine Fehlfaltung oder Aggregation des Rezeptors HC110-R lésst sich jedoch
ausschlieen, da die hier verwendete stabil transfizierte HEK-293-Zelllinie eine o-LTX-
stimulierte HC110-R-vermittelte Signalweiterleitung zeigte. Der Nematode H. contortus lebt
als Parasit im Labmagen von Wiederkduern und somit bei einer Temperatur, die der
Korpertemperatur der Sdugetiere entspricht. Eine Expression in eukaryotischen Zellen bei 37
°C diirfte erwartungsgemal keine Probleme mit sich bringen.

4.2 Wechselwirkungen von C. elegans-Proteinen mit HC110-R

Gesamtproteinextrakt des frei lebenden Nematoden C. elegans wurde fiir die Suche nach
nativen Liganden des Rezeptors HC110-R eingesetzt. Potentielle Kandidaten wurden isoliert
und mit Hilfe massenspektroskopischer Analysen identifiziert. Grundlage fiir dieses
Experiment war die heterologe Proteinexpression verschieden groBer Fragmente des
Rezeptors in E. coli und deren chromatographische Aufreinigung. Fusionsproteine des NH»-
Terminus dienten der Identifizierung potentieller Liganden des Rezeptors; ein C-terminales
Fusionsprotein fungierte als Kontrolle.

Die Verwendung des frei lebenden Nematoden C. elegans bot gegeniiber des parasitischen
Organismus H. contortus einige Vorteile. Zwischen dem Latrophilin-dhnlichen Rezeptor
HCI110-R und den orthologen Proteinen Lat-1 und Lat-2 aus C. elegans besteht eine grof3e
Sequenzidentitit. Diese betrdgt zu dem Protein Lat-1A 47 %. Das C. elegans-Genomprojekt
wurde als erstes Projekt eines multizelluldren Organismus im Jahr 1998 abgeschlossen (,The
C. elegans Sequencing Consortium’, 1998). In C. elegans konnten nach vollstindiger
Sequenzierung mehr als 19000 Gene identifiziert werden. Mehr als 40 % der vorhergesagten
Proteine sind homolog zu Proteinen anderer Organismen. Die vollstindigen Datenbanken
erlauben, schnell und einfach jedes identifizierte Protein durch Sequenzvergleiche zuzuordnen
und auf bestehende Informationen zuriickzugreifen. Fiir H. contortus fehlt diese Moglichkeit
bis dato und ein ,Screening’ nach potentiellen Bindungspartnern wére in dieser Form nicht
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moglich. Weiterhin besitzt der Modellorganismus C. elegans einen schnellen Lebenszyklus
von nur 3 % Tagen, eine geringe GroBe und ist im Labor leicht zu kultivieren.

Fiir die hier vorgestellte Studie wurde die 16sliche Proteinfraktion eines Extraktes aus C.
elegans auf HCI110-R-bindende Proteine oder Peptide hin untersucht. In
Bindungsexperimenten an Nitrozellulosemembranen mit den Fusionsproteinen des Klons
pASK44-HCA22-535 und pRSET- HCA1-445 konnte, sowohl bei der eindimensionalen
Auftrennung als auch bei der zweidimensionalen Auftrennung der Proteine, eine Bindung der
Fusionsproteine an C. elegans-Proteine nachgewiesen werden. Drei Protein-,Spots’ der 2D-
Bindungsexperimente wurden massenspektroskopisch analysiert. Die beiden am héufigsten
detektierten Proteinspots konnten als PEPCK (Phosphoenolpyruvat Carboxykinase), Vit-6
und Daf-21 identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit war es jedoch nicht mdglich,
kleinere HC110-R-bindende Proteine oder Peptide zu identifizieren. Der Einsatz eines
Gelsystems nach Schiagger und von Jagow (1987) zur Auftrennung kleiner Proteine/Peptide
bis zu einem Molekulargewicht von nur 1000 Da kombiniert mit einer sehr sensitiven
Féarbemethode und Massenspektroskopie fiihrte zu keinem Erfolg. Es wire jedoch denkbar,
dass es nicht mdglich war, potentielle Bindungspartner in ausreichender Menge fiir eine
massenspektroskopische Analyse anzureichern. Ferner konnte es eine Rolle gespielt haben,
dass Fusionsproteine in nativer Konfiguration nicht zur Verfligung standen.

Das hypothetische Protein R11A5.4 aus C. elegans, auch als PEPCK bezeichnet, wird von
einem Gen kodiert, welches zu der Familie der Phosphoenolpyruvat Carboxykinasen gezahlt
wird. Sein Molekulargewicht betrdgt 73,4 kDa. Es ist im Cytoplasma lokalisiert, GTP-
bindend und ein Enzym der Glukoneogenese (,The C. elegans Sequencing Consortium’,
1998). Aufgrund seiner cytoplasmatischen Lokalisation ist eine Interaktion in vivo mit dem
extrazelluldren, aminoterminalen Anteil des Rezeptors HC110-R unwahrscheinlich. Die
Vitellogenine, auch als Eidotterproteine bezeichnet, werden in C. elegans von einer sechs
Gene umfassenden Genfamilie kodiert. Bei dem hier identifizierten Protein handelt es sich um
Vit-6, ein 193,2 kDa groBles Protein. Das Vorlduferprotein Vit-6 wird in die zwei
Untereinheiten ypl15 und yp88 gespalten (Spieth und Blumenthal, 1985). Sie werden
geschlechtsspezifisch nur in Hermaphroditen, stadienspezifisch nur in der spiten L4-Larve
und in Adulten und gewebespezifisch im Darm exprimiert (Kimble und Sharrock, 1983;
Sharrock et al., 1983; Blumenthal et al., 1984). Die Expression von Lat-1 konnte bei
Embryonen im Pharynxbereich und bei adulten Wiirmern in anterioren Neuronen, im
Pharynxbereich und auch auflerhalb nachgewiesen werden. Die Expression erfolgt
vorwiegend in Neuronen und nicht in Muskeln (Willson et al., 2004). Die unterschiedliche
Lokalisierung der beiden Proteine Vit-6 und Lat-1 ldsst aufgrund der bisherigen Erkenntnisse
eine in vivo-Interaktion als sehr unwahrscheinlich erscheinen. Das dritte Protein Daf-21 stellt
jedoch einen vielversprechenden Kandidaten dar.

4.2.1 Daf-21 alspotentieller Interaktionspartner von HC110-R

Das Hitzeschockprotein Daf-21 aus C. elegans, auch bezeichnet als Hsp-90, hat eine Linge
von 702 AS und ein Molekulargewicht von 80,3 kDa. Es besitzt eine ATP-Binderegion, ein
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ATPase-artiges Motiv, ein Hitzeschockprotein-Hsp-90-Motiv und zwei ,coil coil stretch’-
Regionen. Hitzeschockproteine sind hoch konservierte, vielseitige molekulare Hilfsproteine,
die fiir viele zelluldre Funktionen zustdndig sind. Sie spielen z.B. eine Rolle bei der korrekten
Faltung von Proteinen, der Zusammenfiihrung von Oligomeren und der Aktivierung bzw. dem
Transport von Proteinen (Eustace und Jay, 2004). Es ist zudem bekannt, dass sie in
prokaryotischen und eukaryotischen Zellen eine Rolle im Schutz gegen letale Verletzungen
nach einer Vielzahl unterschiedlicher Stressstimuli spielen. Des Weiteren verhindern sie
Aggregationen wihrend der Proliferation und Zelldifferenzierung (Gehrmann et al., 2005). In
weiteren Studien wurde berichtet, dass sie direkt an spezifischen, biochemischen Signalwegen
beteiligt sind, die der Apoptose zu Grunde liegen (Nollen und Morimoto, 2002; Richter und
Buchner, 2001; Beere, 2001). Bei Hsp90o. und Hsp90f handelt es sich um die humanen
Orthologe zu Daf-21. Sie zeigen eine 74 respektive 76%ige Sequenzdhnlichkeit zu Daf-21
(David et al., 2003). Hsp-90 ist als essentielles, molekulares Hilfsprotein iiberall verbreitet. Es
moduliert die Reifung und Funktion vieler Schliisselproteine, welche an Regulationen in der
eukaryotischen Zelle beteiligt sind (Csermely ef al., 1998; Pratt, 1998; Buchner, 1999). Unter
physiologischen Bedingungen interagiert Hsp90 mit einer ausgewédhlten Gruppe von
Proteinen, wie beispielsweise Kinasen und Transkriptionsfaktoren, um sie in einem
metastabilen Zustand zu halten. Auf diese Weise sind sie in der Lage, auf einen Stimulus mit
Aktivierung zu reagieren. Obwohl Hsp90 nicht selbst Signale weiterleiten kann, spielt es eine
zentrale Rolle in der Regulation normaler Entwicklungsprozesse (Rutherford und Lindquist,
1998; Queitsch et al., 2002) und neoplastischer Transformationen (Neckers et al., 1999;
Bagatell et al., 2001). Hsp90 stellt zudem ein Schliisselprotein in pathologisch verdnderten
zelluldren Prozessen verschiedener humaner Krankheiten, vor allem Krebs, dar. Aus diesem
Grund gab es schon viele Bemiihungen, Medikamente zu entwickeln, die in der Lage sind, die
Funktion von Hsp90 zu modulieren (David ef al., 2003). Daf-21 scheint in C. elegans, ebenso
wie in anderen Eukaryoten (S. cerevisiae und D. melanogaster), essentiell zu sein. In C.
elegans sind homozygote Deletionsmutanten im Larvenstadium letal (Borkovich et al., 1989;
Cutforth und Rubin; 1994). Ferner konnte gezeigt werden, dass es mit dem Kochaperon Unc-
45 assoziiert, um die Stabilitit und den Aufbau von Myosin zu regulieren. Dieses ist fiir
Prozesse wie Zelldivision, Bewegung und Muskelkontraktion essentiell (Barral ef al., 2002).
Eine Temperatur-sensitive ,missense’-Mutation, daf(p673) fiihrt zu Abnormalititen im
Signalweg bei der Bildung von Dauer-Stadien. Dabei handelt es sind um ein alternatives
drittes Stadium im Entwicklungszyklus von C. elegans, welches das Uberleben unter
schwierigen Umgebungsbedingungen gewdhrleistet (Riddle, 1988).

In den meisten bisher bekannten Fillen sind Mitglieder der Hsp-Familie in intrazelluldre
Prozesse involviert und kommen im Nukleus, in Lysosomen, im ER, im Cytoplasma und in
Mitochondrien vor (Eustace und Jay, 2004). Mittlerweile konnten Hitzeschockproteinen
jedoch zudem wichtige extrazellulare Funktionen zugeordnet werden (Triantafilou et al.,
2001; Liao et al., 2000; Lei et al., 2004; DeLeo et al., 1985; Joseph et al., 2002; Kakimura et
al., 2002; Srivastava et al., 1994). Hitzeschockproteine werden auch aktiv von der Zelle in
den Extrazellularraum sekretiert (Li et al., 2007). Fir Hsp90a und Hsp70 ist bekannt, dass sie
tiber ein Nanovesikel (30-90 nM Durchmesser)-System durch Exocytose ausgeschleust
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werden (Hegmans et al., 2004; Clayton et al., 2005; Lancaster und Fabbraio, 2005; Yu et al.,
2006). Dieser Exosomen-Transportweg exportiert zelluldre Proteine, die aufgrund einer
fehlenden Signalsequenz nicht iiber den konventionellen ER/Golgi-Tranportweg sekretiert
werden konnen (Li et al., 2007). In einem extrazelluldren Zusammenhang wurde Hsp90 das
erste Mal im Jahr 1986 beschreiben, als es als tumorspezifisches Antigen auf der Oberfldche
von Mauszellen nachgewiesen werden konnte (Ullrich et al., 1986). Am besten untersucht
sind die extrazelluldren Funktionen von Hsp90 in der angeborenen und adaptiven Immunitit.
Hsp90 stellt ein Schliisselmolekiil bei der Prozessierung und Prisentation im Verlauf der
Immunantwort dar (Basu et al., 2000). Hsp90a ist an einem Zellsignalgebungskomplex
beteiligt, der fiir eine funktionale Immunantwort auf bakterielle Lipopolysaccharide benotigt
wird (Triantafilou ef al., 2002). Des Weiteren wurde Hsp90 als essentielles Mitglied einiger
pathophysiologischer Vorgéinge beschrieben. Das humane Hsp90o wurde auf der Oberfldche
von HAT-1080 Fibrosarkomazellen nachgewiesen. Es fungiert dort als molekulares
Hilfsprotein, welches an der Aktivierung der Matrix Metalloprotease-2 (MMP-2) beteiligt ist
und damit zu einer erhohten Invasivitit des Tumors fiihrt. Seine Funktion unterscheidet sich
in diesem Fall nicht von intrazelluldren Aufgaben bei der Reifung und Aktivierung von
Proteinen (Eustace und Jay, 2004). Ferner wurde von der extrazelluldren Interaktion von
Hsp90 und Annexin II auf Endothelzellen berichtet. Dadurch kommt es zu einer Modulierung
der Plasminogenaktivierung. Dies konnte fiir Abnormalitdten bei Diabetes verantwortlich sein
(Lei et al., 2004). Ebenfalls ist Hsp90 an der Aktivierung des Preallikrein-Kininogen-
Komplexes auf der Oberflaiche von humanen vaskuldren Endothelzellen beteiligt, welcher mit
der pathologischen Entwicklung von Asthma in Verbindung gebracht wird (Joseph et al.,
2002). Die beiden letztgenannten Félle zeigen, dass Hsp90 extrazelluldr nicht nur als
molekulares Hilfsprotein fungiert, sondern weisen auf eine weiter reichende Funktion von
Hsp90 hin. Im Allgemeinen agiert Hsp90 intrazelluldr in einem Komplex mit anderen
Chaperonen, Kochaperonen und zusitzlichen Proteinen. Es gibt Hinweise dafiir, dass dies
auch extrazellular der Fall ist (Eustance und Jay, 2004).

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit gelang es, das Hitzeschockprotein Daf-21 aus C.
elegans in einen prokaryotischen Expressionsvektor zu klonieren und heterolog in E. coli zu
exprimieren. Das resultierende Fusionsprotein konnte chromatographisch in nativer Form
aufgereinigt werden. Mit Hilfe der SPR-Technik konnte gezeigt werden, dass Daf-21 in einem
in vitro-System an den aminoterminalen Teil des Rezeptors HC110-R bindet.

Interessanterweise wurde in einer genomweiten Studie an C. elegans eine Interaktion dieses
Hitzeschockproteins mit einem anderen o-LTX-bindenden Rezeptorprotein postuliert (Zhong
und Sternberg, 2006). Recherchen der Datenbank auf potentielle Interaktionspartner von Daf-
21 zeigten, dass eine signifikante Interaktion mit Ptp-3 vorhergesagt werden konnte. Nicht
ersichtlich ist aus der Studie, ob es sich hierbei um eine intra- oder extrazelluldre Interaktion
der beiden Proteine handelt. Die Typ Ila-Rezeptorfamilie der Protein-Tyrosin Phosphatasen
(RPTP) umfasst in Vertebraten den LAR (,Leukocyte-common antigen related’)-Rezeptor
und die LAR-dhnlichen Rezeptoren PTP-6 und PTP-4. Sie sind als Zelladhédsionsmolekiile in
die Regulation verschiedener Vorgidnge in der Entwicklung, einschlieBlich der Neurogenese,
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involviert (Den Hertog et al., 1999; Johnson und Van Vactor, 2003; Paul und Lambroso,
2003; Ensslen-Craig und Brady-Kalnay, 2004). Der extrazelluldre Anteil der LAR-dhnlichen
RPTP beinhaltet Ig-dhnliche- und Fibronectin Typ III (FNIII)-,Repeats’. Alternatives
SpleiBen von RPTP resultiert in Isoformen, die sich in ihrem extrazelluldren Teil
unterscheiden und gewebespezifisch exprimiert werden konnen. Deshalb scheint die
extrazellulire Doméne fiir die funktionale Spezifitit verantwortlich zu sein (O’Grady et al.,
1994; Pulido et al., 1995; Honkaniemi et al., 1998). LAR-RPTP konnten abhidngig von
verschiedenen Liganden, spezifische Funktionen in der neuronalen Entwicklung haben. Das
Gen ptp-3 reprasentiert den einzigen Vertreter der Typ Ila RPTP Gene in C. elegans. Es
kodiert fiir zwei Isoformen der LAR-Familie, PTP-3A und PTP-3B. LAR-dhnliche
Phosphatase-Rezeptoren sind konservierte Zelladhdsionsmolekiile, die in verschiedenen
Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen. Die beiden Isoformen des Gens pip-3
unterscheiden sich in ihrer extrazelluldren Doméine (Harrington et al., 2002). Die lange
Isoform PTP-3A ist spezifisch an Synapsen lokalisiert und ist dem LAR-Rezeptor der
Vertebraten am dhnlichsten. Die kurze Isoform PTP-3B ist extrasynaptisch und ihr fehlen die
Ig-Doméne und die ersten vier FNIII-,Repeats’. PTP-3A scheint als molekulare Verbindung
zwischen der extrazelluldren Matrix und a-Liprin in der Synaptogenese zu fungieren (Ackley
et al., 2005). PTP-3B reguliert die Migration der Neuroblasten in der Embryogenese
(Harrington et al., 2002).

Das Hitzeschockprotein Hsp-90 scheint eine Tyrosin-Phosphorylierung aufzuweisen (Brouet
et al, 2001; Adinolfi et al., 2003). So wurde beispielsweise berichtet, dass phosphoryliertes
Hsp-90 spezifisch mit dem Liganden-aktivierten Ionen-Kanal P2X7-Rezeptor-Komplex
assoziiert vorliegt. Interessanterweise spielt PTP-B in diesem Zusammenhang innerhalb des
Komplexes eine Rolle und reguliert die Aktivitdt des Hitzeschockproteins. Der Grad der
Tyrosin-Phosphorylierung scheint mit Verdnderungen der funktionalen Eigenschaften des
Rezeptors zusammenzuhdngen. Eine erhdhte Phosphorylierung des komplexierten Hsp90 ist
assoziiert mit einer verringerten Funktion des P2X7-Rezeptors und vice versa (Adinolfi et al.,
2003). Bekannt sind allerdings nur Beispiele intrazelluldrer Prozesse, jedoch nicht
extrazelluldrer Interaktionen.

In Vertebraten wurde PTP-c als funktionaler Rezeptor fiir a-LTX identifiziert. Es konnte
gezeigt werden, dass 0-LTX Ca’'-unabhingig an den extrazellulidren Teil des Rezeptors
bindet und eine Exocytose stimuliert. Die Bindungsstelle ist im C-terminalen Teil des
Aminoterminus lokalisiert und schlieBt zwei Fibronectin Typ III-,Repeats’ mit ein.
Zusammen mit Neurexin und Latrophilin bildet PTP-6 eine Gruppe von Rezeptoren fiir das
Neurotoxin o-LTX. Die Mitglieder dieser Gruppe sind strukturell sehr unterschiedlich.
Zwischen ihren Sequenzen gibt es keine eindeutige Sequenzhomologie. Bei Neurexin handelt
es sich um ein Zelladhdsionsprotein mit einer Transmembrandoméne, Latrophilin dagegen ist
ein Hybridmolekiil aus einem Zelladhdsionsmolekiil und einem G-Protein gekoppelten
Rezeptor. Die Affinitdt der drei Rezeptoren zu dem Toxin ldsst die Schlussfolgerung zu, dass
die Rezeptoren eine physiologische Rolle teilen, die mit einer pridsynaptischen Funktion
verbunden ist. Die bekannten strukturellen und funktionalen Charakteristika der drei
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Rezeptoren sprechen dafiir, dass sie eine funktionale Familie von neuronalen
Membranrezeptoren darstellen, welche komplementire oder konvergierende Rollen in der
prasynaptischen Funktion ausiiben. Der Mechanismus beinhaltet Zell-Zell- oder Zell-Matrix-
Interaktionen. Eine mogliche mechanistische Erkldrung der Verbindung zwischen den
Rezeptoren wire ein endogener Ligand, den alle drei Rezeptoren gemeinsam haben und der
dem Toxin &dhnelt (Krasnoperov et al., 2002a). Handelt es sich bei der vorhergesagten
Interaktion zwischen Daf-21 und Ptp-3 um eine Wechselwirkung, die auch in vivo auftritt,
wire dies ein Hinweis darauf, dass es sich bei HC110-R und Daf-21 tatsdchlich um
Interaktionspartner handelt. Da es sich sowohl bei Latrophilin (bzw. HC110-R) als auch bei
PTP-c um Rezeptoren handelt, die den artifiziellen Liganden o-LTX extrazelluldr binden,
kann die Hypothese aufgestellt werden, dass beide eine dhnliche Bindestelle aufweisen. Es
wire somit vorstellbar, dass diese Rezeptoren beide in der Lage sind, das Hitzeschockprotein
Daf-21 an dieser Bindestelle zu binden.

Weitere Messungen beschiftigten sich mit der Fragestellung, ob es sich bei dem potentiellen,
nativen Interaktionspartner Daf-21 um einen HCI110-R-aktivierenden Liganden handelt.
Verwendet wurde auch in diesem Fall die stabil mit HC110-R-Myc/6xHis transfizierte HEK-
293-Zelllinie. Mittels Fluoreszenzspektroskopie wurde untersucht, ob Daf-21 in der Lage ist,
den Rezeptor HC110-R zu aktivieren und den Ca’’-Haushalt in der Zelle zu verindern. Es
konnte gezeigt werden, dass weder 15 nM oder 35 nM, noch 100 nM des Hitzeschockproteins
eine messbare Aktivierung des Rezeptors hervorriefen. Diese Versuche weisen somit darauf
hin, dass es sich bei Daf-21 nicht um einen Agonisten des Rezeptors zu handeln scheint.
Ferner wurde die Fahigkeit des Proteins untersucht, die HC110-R-vermittelte oa-LTX-
stimulierte Ca*"-Antwort zu modulieren. Auch fiir diesen potentiellen Liganden konnte eine
Rolle als Antagonist des Rezeptors ausgeschlossen werden. Weder Hohe der Antwort noch
Beginn oder Verlauf dnderten sich durch vorherige Zugabe des Fusionsproteins signifikant.
Fiir den Ligand CD55 des Rezeptors CD97 aus der Gruppe der LNB-TM7-Rezeptoren konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass er in rekombinanten Systemen (HEK-293-Zellen und T-
Lymphozyten) keine G-Protein-vermittelte Signalweiterleitung induziert (Foord et al., 2002).
Aus der Literatur ist bekannt, dass das humane Protein Hsp-90 selbst keine Funktion in der
Signalweiterleitung besitzt (David et al., 2003). Dies konnte fiir die Interaktion des orthologen
Hitzeschockproteins Daf-21 aus C. elegans und den Rezeptor HC110-R bestitigt werden.

Welche Rolle Daf-21 im Zusammenhang mit den Rezeptoren PTPG und Lat-1 spielt, kann zu
diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Bekannt ist jedoch, dass beide Eigenschaften
eines Zelladhdsionsmolekiils aufweisen. Die Latrophiline und Latrophilin-dhnlichen Proteine
konnten somit, wie die RPTP (Den Hertog ef al., 1999; Johnson und Van Vactor, 2003; Paul
und Lambroso, 2003; Ensslen-Craig und Brady-Kalnay, 2004), in die Regulation
verschiedener Vorgédnge in der Entwicklung involviert sein. Es wire denkbar, dass Daf-21
durch Interaktion mit Latrophilin-dhnlichen Proteinen einen Zustand stabilisiert, in dem sie
aktiviert werden und ein Signal weiterleiten konnen.
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4.3 Ausblick

Uber die Funktion und physiologische Rolle der Latrophiline und Latrophilin-ihnlichen
Rezeptoren ist bisher wenig bekannt. Die Identifizierung nativer Liganden stellt einen
essentiellen Schritt auf dem Weg der Aufkldarung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
erstmals potentielle, extrazelluldre Liganden des Rezeptors HC110-R charakterisiert. In der
hier vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass die Neuropeptide AF1, AF2, AF4,
AF10, AF11, AF12, AF19, PF1, PF2 und PF3 in einem in vitro-System mit unterschiedlichen
Eigenschaften, spezifisch an das 54 kDa groBe Fusionsprotein des Rezeptors HC110-R
binden. Es gelang in einigen Fillen diese Bindungen ndher zu charakterisieren. Zukiinftige
Studien sollten die hier gemessenen Bindungen durch Untersuchungen am vollstindigen
Rezeptor in einer hydrophoben Umgebung bestétigen. Auf diese Weise kann gewdhrleistet
werden, dass der Rezeptor in nativer Konformation vorliegt. Eine Moglichkeit hierfiir bietet
die Verwendung eines L1-Sensorchips in einem SPR-Biosensor. Dieser Chip besitzt eine
Carboxymethyl-Dextran-Oberfliche mit zusétzlichen Alkangruppen, welche die Kopplung
von Lipiden und somit die Nachbildung einer membrandhnlichen Umgebung erméglichen
(Stenlund et al., 2003). Durch Bestimmung der Affinititen an den vollstindigen Rezeptor
konnte in einem Vergleich die Rolle der nativen Konfiguration und eine Beteiligung
zusitzlicher Domidnen des Rezeptors an der Bindung analysiert und besser verstanden
werden.

Zur funktionalen Analyse potentieller Liganden des Rezeptors wurde in der hier vorliegenden
Arbeit zudem ein in vivo-Messsystem etabliert und die Kandidaten auf eine aktivierende
Wirkung hin untersucht. Eine Signalweiterleitung in Form eines Ca®-Anstiegs konnte in
stabil mit HCI110-R transfizierten HEK-293-Zellen jedoch fiir keinen der potentiellen
Liganden nachgewiesen werden. Es wiére denkbar, dass das hier eingesetzte System fiir die
untersuchten Neuropeptide nicht das fiir eine Signalweiterleitung notwendige G-Protein zur
Verfiigung stellt. Weitere Messungen sollten demnach an Zellen erfolgen, die zusétzlich ein
G-Protein exprimieren. Ein weiterer Erfolg versprechender Ansatz wére die Synthese eines
chimdren Rezeptors, der den NH;-Terminus von HC110-R kombiniert mit dem C-Terminus
eines Rezeptors, filir den das interagierende G-Protein bekannt ist, enthdlt. Denkbar wire hier
die Verwendung des Lat-1-Rezeptors aus Vertebraten, fiir den die Involvierung des G-
Proteins Gg1 in die a-LTX-stimulierte Signalweiterleitung nachgewiesen werden konnte.
Zudem konnten radioaktive Bindungsassays Aufschluss dariiber geben, ob HC110-R-
bindende Proteine oder Peptide in der Lage sind, den Rezeptor zu aktivieren. Zum einen wire
dies mittels einer Liganden induzierten Bindung von [*>S]GTPYS an Membranpriparationen
transfizierter Zellen moglich, zum anderen in einem *Ca*"-Aufnahme-,Assay’ transfizierter
Zellen.

Die 11 hier untersuchten Neuropeptide reprasentieren nur einen kleinen Teil der Neuropeptide
aus C. elegans. Die Gesamtzahl aller Neuropeptide betrigt in C. elegans mindestens 250
(Husson, et al., 2005). Zusitzlich zu den FLP sollten auch Neuropeptide der nlp- und ins-
Gene untersucht werden, iliber deren Rezeptoren in C. elegans noch keine Informationen
vorliegen. Eine Gesamtbeurteilung der nativen Liganden des Rezeptors ist somit erst nach
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einem vollstdndigen ,Screening’ aller bekannten Neuropeptide moglich. Zu diesem Zweck ist
es notig, die hier etablierten Verfahren so zu modifizieren, dass ein weniger zeitaufwiandiges
,Screening’ mit hohem Durchsatz erfolgen kann. Kann eine Liganden-induzierte Aktivierung
des Rezeptors nachgewiesen werden, wire der nichste Schritt eine geeignete in vivo-
Lokalisation von Ligand und Rezeptor in C. elegans und der Vergleich der Phanotypen nach
,Knockout’ oder ,Silencing’ der Gene des Rezeptors bzw. der Liganden. Solche funktionalen
Studien fiihren letztendlich zur Identifizierung individueller Ligand/Rezeptor-Paare und damit
zum Verstdndnis ihrer Signaltransduktion und ihrer assoziierten Phianotypen.

In einem ,Screening’-Verfahren konnte des Weiteren das Hitzeschockprotein Daf-21 aus C.
elegans als HC110-R-bindendes Protein identifiziert werden. In vitro war es moglich, diese
Bindung zu bestitigen. In weiteren Untersuchungen sollte diese Wechselwirkung der beiden
Proteine in vivo nachgewiesen werden. Ferner sollte die postulierte Interaktion von Daf-21
und PTP-3 in zukiinftigen Experimenten bestdtigt werden. Es wire zudem interessant, die
Frage zu beantworten, ob es sich dabei um intra- oder extrazellulire Wechselwirkungen
handelt. Fiir die Suche weiterer potentieller Liganden von HC110-R wire die Technik der
SPR eine gut geeignete Methode. In Kombination mit Massenspektroskopie stellt sie ein
effizientes Verfahren zur Identifizierung neuer Interaktionspartner dar. Dabei konnte es sich
um kleinere, 16sliche Proteine oder Peptide handeln. Ferner wire es denkbar, dass LNB-TM7-
Rezeptoren nicht durch 16sliche Liganden, sondern durch Zelladhidsionsmolekiile aktiviert
werden. Die Anwesenheit der Lektin-dhnlichen oder Olfactomedin-dhnlichen Doméinen im
NH,-Terminus des Latrophilins untermauern diese Hypothese (Kreienkamp et al., 2002).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studien stellen einen ersten Schritt bei der
Identifizierung und Etablierung geeigneter ,Screening’-Verfahren zur Suche und
Charakterisierung potentieller, extrazellulirer Liganden des Rezeptors HC110-R dar.
Zusétzlich konnten interessante Kandidaten natiirlicher Liganden vorgestellt und erste
Erkenntnisse iliber die Komplexitit der physiologischen Rolle des Latrophilin-dhnlichen
Rezeptors HC110-R vermittelt werden.
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5. Zusammenfassung

Der 110 kDa grof3e, Latrophilin-dhnliche Orphanrezeptor HC110-R, aus der Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, wurde in Haemonchus contortus als Target des neuen
Anthelminthikums Emodepsid identifiziert (Saeger et al., 2001). Die Funktion der
Latrophiline bzw. Latrophilin-dhnlichen Rezeptoren sowie deren native Liganden sind bisher
nicht bekannt. Im Vordergrund dieser Arbeit stand deshalb die Identifizierung potentieller,
natiirlicher Liganden des Rezeptors HC110-R.

Mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-Technologie gelang es ein in vitro-System
zur Analyse potentieller Interaktionspartner der extrazelluldren, aminoterminalen Region von
HCI110-R zu etablieren. Es konnte gezeigt werden, dass Neuropeptide aus Nematoden
potentielle Liganden des Rezeptors darstellen. Die Neuropeptide AF1, AF2, AF4, AF10,
AF11, AF12, AF19, PF1l, PF2 und PF3 aus C. elegans binden mit unterschiedlichen
Eigenschaften, spezifisch an ein rekombinantes Protein, das die extrazelluldre Region des
Rezeptors umfasst. Bestdtigt werden diese Ergebnisse von Vorhersagen iiber genetische
Interaktionen in C. elegans (Zhong und Sternberg, 2006). Zudem gelang es fiir die
Neuropeptide AF1, AF2, AF10, PF2 und PF3 die Dissoziationsratenkonstante kyq der
Bindungen zu ermitteln. Diese lag in allen Fillen in einem engen Rahmen zwischen 0,01 und
0,05 s und beschreibt schnelle Dissoziationen. Ferner konnte fiir die Peptide AF1, AF10 und
PF2 die Affinitit der Interaktion mittels der Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp
bestimmt werden. Es ergab sich fiir AF1 ein Kp-Wert von 11 uM, fiir AF10 ein Kp-Wert von
52 uM und fiir PF2 ein Kp-Wert von 530 uM.

Weiterhin gelang es ein System zur funktionellen Analyse potentieller Liganden zu etablieren.
Verwendet wurde eine stabil transfizierte HEK-293-Zelllinie, die den gesamten Rezeptor
exprimiert. In der Vergangenheit konnte das Neurotoxin o-Latrotoxin als artifizieller Agonist
von HC110-R identifiziert werden. Fluoreszenzspektroskopische Messungen mit dem Ca”'-
bindenden Indikator Fura-2 zeigten, dass o-Latrotoxin spezifisch eine HC110-R-vermittelte
Erhohung der [Ca*']; von 219+14 nM induziert. Untersuchungen der HC110-R-bindenden
Neuropeptide ergaben jedoch, dass unter diesen Bedingungen keines der Neuropeptide eine
HC110-R vermittelte Erhohung der [Ca*'}; stimuliert. Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass keines der Neuropeptide eine modulierende Wirkung auf die o-Latrotoxin-
stimulierte, HC110-R-vermittelte Erhohung der [Ca*'}; hat. Es handelt sich somit nicht um
Antagonisten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ferner unterschiedliche ,Screening’-Verfahren mit der
16slichen Fraktion eines Proteinextraktes aus C. elegans durchgefiihrt. Es gelang in 2D-
Bindungsexperimenten an Nitrozellulosemembranen potentielle Interaktionspartner der
aminoterminalen Region von HC110-R zu detektieren. Massenspektrometrisch konnte das
Hitzeschockprotein Daf-21, ein zu dem humanen Hsp90 orthologes Protein, identifiziert
werden. Diese Bindung konnte mit rekombinantem Daf-21 mit Hilfe der SPR-Technologie an
einem 54 kDa groBen, NH,-terminalen Fragment des Rezeptors HC110-R in vitro bestitigt
werden. Vorhersagen iiber genetische Interaktionen in C. elegans ergaben, dass Daf-21
wahrscheinlich mit einem weiteren «-Latrotoxin-bindenden Protein, der Protein-Tyrosin
Phosphatase-3 (PTP-3) interagiert (Zhong und Sternberg, 2006).
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6. Abstract

The 110 kDa Latrophilin-like orphan receptor HC110-R from Haemonchus contortus belongs
to the family of G-Protein coupled receptors and was first identified as a target for the new
anthelmintic drug Emodepside (Saeger et al., 2001). Both function and natural ligands of
latrophilin family members are unknown to date. This study was aimed at identifying putative
natural ligands of the receptor HC110-R.

Using surface plasmon resonance (SPR)-technology, an in vitro system for the analysis of the
interaction of potential ligands with the extracellular HC110-R aminoterminal region was
established. This study shows that neuropeptides of nematodes are potential ligands of
HC110-R. Neuropeptides AF1, AF2, AF4, AF10, AF11, AF12, AF19, PF1, PF2 and PF3
from C. elegans bound specifically to a recombinant polypeptide comprising the extracellular
aminoterminal region of the receptor. Genome-wide predictions of C. elegans genetic
interactions confirmed these findings (Zhong and Sternberg, 2006). Interaction of the
neuropeptides AF1, AF2, AF10, PF2 and PF3 with HC110-R revealed dissociation rate
constants between 0,01 and 0,05 s hence describing fast dissociations. Moreover,
equilibrium dissociation constants were obtained for AF1 (Kp=11 uM), AF10 (Kp=52 uM)
and PF2 (Kp=530 uM).

Functional analysis of potential ligands were carried out using stable transfected HEK-293
cells expressing the entire receptor. The neurotoxin o-latrotoxin was recently identified as an
artificial agonist of HC110-R. Fluorescent Ca**-measurements of Fura-2 loaded cells evoked
a HC110-R-specific o-latrotoxin-induced rise in intracellular Ca*" by approximately 219+14
nM. Intriguingly, none of the HC110-R binding neuropeptides elicited a Ca*" response.
Moreover, this study confirmed that the investigated neuropeptides did not function as
antagonists by modulating o-latrotoxin induced Ca*" response in HC110-R transfected HEK-
293 cells.

Furthermore, a screening for potential natural ligands was performed with the soluble fraction
of a C. elegans protein extract. Two dimensional nitrocellulose binding assays combined with
subsequent mass spectrometry revealed the heat shock protein Daf-21, an ortholog of Hsp-90,
as a putative interaction partner of the aminoterminal region of HC110-R. This interaction
was confirmed in vitro by using SPR-technology by the binding of a recombinant Daf-21 to a
54 kDa aminoterminal fragment of HC110-R. Predicted genetic interaction data of C. elegans
showed, that Daf-21 might interact with another o-latrotoxin binding protein, protein-tyrosine
phosphatase-3 (PTP-3) (Zhong and Sternberg, 2006).
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8.  Abkurzungsverzeichnis

A. suum
Abb.
Amp
APS
AS

Bis, Bisacrylamid
BMFZ
bp
BSA
bzw.
ca.
Ca
[Ca™)
C. elegans
cDNA
Da
dH,O
DNA
DMSO
dNTP
DTT

E. coli
EDC
EDTA
ER
FLP

g

g, mg, ug, ng, pg
G418

GPCR

h

H. contortus
HPLC
HEPES

IEF

IMAC

IPTG

IR

IRD-800

K+

ka

ka

kb

kq

kp

kDa
LB-Medium
LBN-7TM

Ascaris suum

Abbildung

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Aminoséure

N,N’-Methylenbisacrylamid

Biologisch Medizinisches Forschungszentrum, Diisseldorf
Basenpaar

Bovines Serumalbumin

beziehungsweise

circa

Calcium

intrazellulare Calcium-Konzentration
Caenorhabditis elegans

komplementire DNA

Dalton

destilliertes Wasser

Desoxyribonucleinsédure

Dimethylsulfoxid
desoxy-Nukleosidtriphosphate

Dithiotreitol

Escherichia coli
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydroclorid
Ethylendiamintetraacetat

Endoplasmatische Retikulum
FMRFamid-ahnliches Peptid
Erdbeschleunigung; 9,81 m/s>

Gramm, Milli-, Mikro-, Nano-, Pikogramm
Geneticin 418

G-Protein gekoppelter Rezeptor

Stunde

Haemoncus contortus

‘High pressure liquid chromatographie’
2-[4-(2Hydroxyethyl)-1piperazinyl]-ethansulfonsdure
Isoelektrische Fokussierung

‘Immobilized Metall Affinity Chromatography’
Isopropyl-B,D-thiogalactopyranoside

Infrarot

Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff

Kalium

Assoziationsratenkonstante
Gleichgewichtsassoziationskonstante
Kilobasen

Dissoziationsratenkonstante
Gleichgewichtsdissoziationskonstante
Kilodalton

Lura Bertani-Medium

‘large N-terminal family B-7 transmembrane helix domain’
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o-LTX
M, mM, uM, nM, pM
mA
MES
min

ml

mM
mRNA
MW
Na"
NCBI
Neo
NGM
NHS
nm

OD um
ORF

p. a.
PAA

pl

PBS
PCR
pH
PMSF
Rmax
1{min
RNA
rpm

RT

RU
SDS
SDS-PAGE
SE
SEM
sec oder s
SPR

SR

TB
TAE, TBE
TCA
TEMED
Tris
Tab.
TST
uv

\%

v/v

w/v

z.B.

R

%)

a-Latrotoxin

Molar, Milli-, Mikro-, Nano-, Pikomolar

Milliampere

2-[N-Morpholino]-Ethansulfonsiure

Minuten

Milliliter

Millimolar

‘messenger’ Ribonucleinsdure

Molekulargewicht

Natrium

‘National Center of Biotechnology Information’
Neomycin

,Nematode Growth Medium’

N-Hydroxysuccimide

Nanometer

optische Dichte bei einer bestimmten Wellenlédnge
‘open reading frame’ (offenes Leseraster)

per analysis

Polyacrylamid

Isoelektrischer Punkt

Phosphate buffered saline

Polymerase-Kettenreaktion

negativer dekadischer Logarithmus der H'-Ionenkonzentration
Phenylmethylsulfonylfluorid

maximale Bindungskapazitét

minimale Bindungskapazitit

Ribonucleinsiure

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

‘Response Unit’; 1 pmol Ligand pro cm’
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylgelelektrophorese

Standardfehler

Standardabweichung

Sekunde

,surface plasmon resonance’- Oberflichenplasmonresonanz
Sarkoplasmatische Retikulum

,Terrific Broth’

Tris-Acetat-EDTA- und Tris-Borat-EDTA-Elektrophoresepuffer
Trichloressigsdure
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminoethansulfonséure
Tabelle

Tris- und Tween-20-haltiger Waschpuffer
ultraviolettes Licht

Volt

‘volume per volume’

‘weight per volume’

zum Beispiel

Resistenzgen

Durchmesser
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9. Anhang

9.1 Theoriekinetischer Bindungen

Die Gleichung

kﬂ
A+ B> AB
b, (8.1)

beschreibt die Bildung eines Komplexes zwischen zwei Bindungspartnern. Hierbei ergibt sich
die Geschwindigkeit der Reaktion aus den Konzentrationen der Bindungspartner A und B.
Die Anzahl gebildeter Komplexe zu einem gegebenen Zeitpunkt t wird definiert:

d[A4B]
dt

=k, -[4]-[B] -k, -[4B] (8.2)

Die beiden Ratenkonstanten k, und kg beschreiben die Geschwindigkeit der Reaktion. Da es
sich um eine Reaktion zweiter Ordnung handelt, gibt die Assoziationskonstante k, die Anzahl
der gebildeten Komplexe in einer 1 molaren Losung von A und B pro Sekunde an (M's™).
Die Werte fiir diese Konstante liegen normalerweise zwischen 1x10° und 1x10’ M's™.

By Ly 1) 83)

Die Dissoziationskonstante kg beschreibt die Stabilitdt des Komplexes und somit die Anzahl
der Komplexe, die pro Sekunde zerfallen (s'). In diesem Fall handelt es sich um eine
Reaktion erster Ordnung. Realistische Werte liegen meist im Bereich zwischen 1x10" und

5%10° ™!

d[AB]
dt

=k, -[4B] (8.4)

Die Gleichgewichtskonstanten K, und Kp beschreiben hingegen die Affinitdt der
Bindungspartner zueinander. Die Gleichgewichtsassoziationskonstante beschreibt die Stirke
der Bindung. Ein hoher Wert steht fiir eine hohe Affinitdt der Bindungspartner zueinander.
Die Werte fiir K4, mit der Einheit M'l, liegen normalerweise in einem Bereich zwischen 10°
und 10 M.

K, = [[AB] M] (8.5)

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante, mit der Einheit M, gibt hingegen die Tendenz zum
Zerfall des Komplexes an. Ein hoher Wert beschreibt eine niedrige Affinitdt. Meist liegen die
Werte in einem Bereich zwischen 10 und 10™'* M.
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K,="2 [M] (8.6)

K, (8.7)

Ko

Die beschriebenen Gleichgewichtskonstanten und die kinetischen Ratenkonstanten stehen in
Relation zueinander (8.3)(8.4). Entsprechen sich Assoziations- und Dissoziationsrate, liegt ein
Gleichgewicht zwischen Komplexbildung und —zerfall vor.

k,-[A]-[B]=k, -[4B] (8.8)

Bei bekannten kinetischen Parametern einer Reaktion kann somit auch die Affinitit bestimmt
werden. Umgekehrt ist dies jedoch nicht moglich.

8] _k,
K= 81, o
K, = [‘ﬁuglf] - (8.10)

Mit Hilfe der Nettoratengleichungen ist es zudem mdglich, nicht nur die Ratenkonstanten zu
bestimmen, sondern zudem zu jedem Zeitpunkt Aussagen iiber die vorliegende Bindereaktion
zu treffen. Bildet der Analyt A mit dem Liganden B einen Komplex, hingt die Nettorate der
Komplexbildung von den Konzentrationen der freien Bindungspartner A und B und der
Stabilitdt des Komplexes ab. Da der Ligand B immobilisiert an der Oberfliche vorliegt,
entspricht die Konzentration des gebildeten Komplexes der Konzentration des gebundenen
Analyten an der Oberfliche:

d[A4B]

=k 14,118, ]-k,[48] (8.11)
Bfrei = BOberﬂdahe - AB (8 12)
d[th] =k, - [Aﬁei ] [BOberjﬂdche - AB]_ k, [AB] (8.13)

Oberflachenplasmonresonanz-Biosensoren  bieten die  Moglichkeit, eine Reaktion
kontinuierlich und in Echtzeit zu detektieren und somit die Kinetik der Reaktion zu
bestimmen. Die Gleichung (8.13) gibt diese Reaktionskinetik wieder. A beschreibt hierbei die
freie Konzentration des Analyten in Losung. Der Komplex AB wird direkt als R in Form von
Response Units (RU) gemessen. Boperfiache gibt den gebundenen Liganden auf der Oberflidche
wieder. Seine absolute Konzentration kann in RU als maximale Bindungskapazitit Ry
ausgedriickt werden. Byg.i, die freie Konzentration des Liganden, ergibt sich aus Rpya—R,



150

wobei der Ausdruck R;.x—R &quivalent zu der Anzahl freier Bindungsstellen an der
Oberfliche zum Zeitpunkt t ist. Die Assoziationsratengleichung lautet somit:

R _ -C-(R

— = —R)-k, R 8.14
o=k )k, (8.14)

C steht fiir die molare Konzentration des Analyten. Bei der Injektion des Analyten wird die
Konzentration durch kontinuierliche Zugabe beibehalten und somit als konstant und identisch
mit der Gesamtkonzentration des Analyten definiert. Fiir die Dissoziationsratengleichung gilt:

a;[_f:_kd “R (8.15)

Fiir die Assoziation ist es giinstig, eine empirische Kontante kops zu definieren. Ein Diagramm
mit der Auftragung dR/dt gegen R ergibt eine Gerade mit der Steigung kops. Die Bestimmung
der Konstante kq,s fiir mehrere Konzentrationen des Analyten, bietet die Moglichkeit, kops
gegen die Konzentration C aufzutragen (8.16). Die Steigung dieser Geraden ergibt den Wert
fiir die Assoziationsratenkonstante k,; der Schnittpunkt der Geraden mit der Y-Achse ergibt
den Wert fuir die Dissoziationsratenkonstante k.

ko =k, -C+k, (8.16)
dR

—=k -C-R__—k, ‘R 8.17
dt a max obs ( )

Liegt ein Gleichgewicht der Reaktion vor, entspricht die Konzentration des Analyten dem Kp-
Wert. Die Hilfte aller Bindungsstellen sind besetzt. Dieser Zustand wird von Req beschrieben.
Im Zustand volliger Séttigung aller Ligandenbindungsstellen Ry,.x betrigt die Konzentration
des Analyten 100-mal den Kp-Wert.

_[4)[8] _ ClRpue ~R,,)
[4B] R

(8.18)

D
eq

Das Sensorgramm einer Messung macht die oben diskutierten Zusammenhédnge deutlich
(Abbildung 8.1). Die Steigung wird durch die Bildung der Bindungskomplexe mit

R
d—:ka-C-(Rmax—R)—kd-R (8.19)
dt
beschrieben. Erreicht die Reaktion ein Gleichgewicht, gilt:

g
dt (8.20)
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Abb. 8.1: Darstellung eines Sensorgramms. Veranschaulicht ist der Beitrag des Puffereffektes zum SPR-
Signal, die Assoziations- und Dissoziationsphase einer typischen Bindung.

Die Steigung im Gleichgewicht ist Null.

_ C ) Rmax

eq C+KD (821)

In der Dissoziationsphase nach Ende der Injektion zerfallen die Komplexe und die Steigung
ist negativ.

cj{—]: =—k, R (8.22)
Limitationen durch Massentransporteffekte spielen eine Rolle, wenn die Bindung des
Analyten schneller ablduft, als der Analyt durch Diffusion aus der Losung an die Oberfliche
gelangen kann. Ebenso fiihrt eine langsame Diffusion bei der Dissoziation zu einer erneuten
Bindungen an die Oberfliche. Zwischen dem Verbrauch des Analyten und seinem Angebot
besteht ein Gleichgewicht. Daraus ergibt sich die Massentransportkonstante ky,:

K ky
Ay f) Aoperpacre T B ? AB (8.23)

Entspricht das Angebot des freien Analyten der Nachfrage, dann spielen
Massentransporteffekte keine Rolle:

Abulk = AOberﬂdche (824)

Das Angebot des Analyten setzt sich zusammen aus der molaren Konzentration des Analyten
pro Fliche und Zeiteinheit. Daraus ergibt sich die Diffusionsrate in der Losung:
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2
0.98-31/12) / -C=098-k,-C (8.25)
h™-w-l

Der Verbrauch des Analyten setzt sich zusammen aus seiner molaren Konzentration pro
Flache und Zeiteinheit. Daraus ergibt sich die Bindungsrate des Liganden:

k,-G-(R,, —R)C (8.26)
D=Diffusionskoeffizient

f=Flussrate

h, w, I=Dimensionen der Flusszelle

km=Massentransportkoeffizient

G=Umrechnungsfaktor von RU zur Konzentration
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