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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Parasiten und Parasitenbekdmpfung

Parasiten sind Lebewesen, die zum Zwecke der Nahrungsgewinnung und
Fortpflanzung dauernd oder voribergehend in oder auf einem andersartigen
Wirtsorganismus leben und diesen schadigen (Hiepe et al., 2006). Die Wirts-
organismen konnen dabei mechanisch, nutritiv und metabolisch geschadigt
werden. Viele Parasiten kdnnen immunpathogene oder toxische Effekte aus-
l6sen. Zudem konnen Krankheitserreger, insbesondere Viren und Bakterien
Ubertragen werden. Der Parasitenbefall von Tieren fuhrt zu Leistungsbeein-
rachtigungen und im Fall von landwirtschaftlichen Nutztieren zu Produktions-
erlusten. Von besonderer Gefahr sind parasitare Infektionen, die auf den Men-
chen Ubertragbar sind (Zoonosen) (Hiepe et al., 2006).

FUr die Bekampfung von Parasiten sind vor allem wirtschaftliche Grinde
(Einschrankung von Verlusten bei der Erzeugung von Produkten tierischer
Herkunft) und medizinische Grinde (Heilung bzw. Verhitung krankhafter
Zustande durch Parasitenbefall, Schutz der Gesundheit des Menschen vor
Infektionen mit Zoonoseerregern) maligebend (Hiepe et al., 2006, Rehbein, S.
378, f.). Zur Kontrolle der Parasiten werden Antiparasitika eingesetzt. Diese
stellen Pharmaka dar, welche einen chemotherapeutischen Effekt gegen die
Adulten und Entwicklungsstadien von Ekto- und/oder Endoparasiten besitzen
(Hiepe et al.,, 2006, Rehbein, S. 404, f.). Die Entwicklung neuer hochwirk-
samer und spezifischer Antiparasitika zur Kontrolle der Parasiten ist vor allem
vor dem Hintergrund immer neuer Resistenzen von gro3em Interesse (Baxter
und Barker, 1999; Hiepe et al., 2006).

1.2 Ctenocephalides felis

Ektoparasiten leben auf der Oberflache anderer Organismen, die ihnen als
Wirte dienen. In den meisten Fallen ernahren sie sich von Blut, Haut, Haaren,
oder Sekreten des Wirts. Haufig sind die Parasiten in einem hohen Male an
das Wirtstier angepasst. Typisch sind zum Beispiel der Verlust von funktionel-
len Flugeln, eine Abflachung des Korpers, beilende oder saugende Mund-
werkzeuge (Wehner und Gehring, 1995), sowie starke Beine und Klauen,
damit sich die Parasiten an ihren Wirten festklammern konnen. Fléhe sind
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Ektoparasiten der Ordnung Siphonaptera. Sie leben vom Blut ihrer Wirtstiere.
Weltweit sind etwa 2.380 Arten beschrieben. Der Floh Ctenocephalides felis
(siehe Abb. 1.1) befallt primar Katzen und Hunde. Zwar haben Flohe Vorlie-
ben flr bestimmte Wirtstiere, sind aber nicht ausschliel3lich auf diese ange-
wiesen. Der Katzenfloh ist 1,5 bis 3 mm lang, braun bis rot-braun gefarbt und
gehort zu der am weitesten verbreiteten Flohart (Westheide und Rieger, 1996;
Dryden und Rust, 1994).

Abb. 1.1. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Flohs C. felis. Die abgeplattete
Kérperform des Parasits flhrt zu einer guten Beweglichkeit im Fell des Wirts. Dartiber
hinaus besitzt der Floh Borsten, die Uber den gesamten Koérper verteilt und alle zum
Korperende hin ausgerichtet sind. Einerseits kann sich der Floh im Fell seines Wirtes
fangen, falls er mit seinen Klauen den Kontakt zur Haut verliert. Andererseits kann er sich
aufgrund der Ausrichtung der Borsten dennoch leicht vorwarts durch das Fell bewegen.
Die fur Insekten typischen Facettenaugen sind hier durch ein Paar einlinsiger Einzel-
augen ersetzt (Westheide und Rieger, 1996). (Herkunft: Australisches Museum;
http://www.amonline.net.au/insects/index.cfm; S. Lindsay)

C. felis entwickelt sich Uber vier verschiedene Stadien (Abb. 1.2). Adulte
Fléhe legen auf den Wirts-Tieren Eier, welche herunterfallen und sich ver-
mehrt an Platzen sammeln, an denen die Wirts-Tiere schlafen oder sich
ausruhen. Pro Woche werden etwa 150 bis 300 Eier gelegt. In Abhangigkeit
von der Temperatur und der relativen Feuchtigkeit schlipfen innerhalb von ein
bis sechs Tagen Larven aus den Eiern. Die Larvalentwicklung findet in
geschutzten Mikrohabitaten statt, in denen eine moderate Temperatur und
eine hohe Luftfeuchtigkeit herrschen und der Kot von adulten Fléhen zu
finden ist. Der Kot von adulten FIéhen enthalt noch immer ausreichend unver-
dautes Blut, damit sich die Larven davon ernahren konnen. Die Larven
durchlaufen drei Stadien in einem temperaturabhangigen Zeitraum von funf
bis zwolf Tagen. Anschlie3end bildet die reife Larve eine Puppe. Der Kokon
besteht aus Seide an deren AulRenseite sich Material der Umgebung, wie z.B.

2


http://www.amonline.net.au/insects/index.cfm

Einleitung

Sand anheftet. Das Puppenstadium kann sieben bis vierzehn Tage dauern.
Die Entwicklung der FIohe ist holometabol, d.h. der Organismus unterliegt in
der Puppe einer kompletten Reorganisation. AnschlieRend an die Metamor-
phose findet der adulte Floh durch Wahrnehmung von Bewegung, Kérpertem-
peratur und dem ausgeatmeten Kohlendioxid seinen Wirt (Dryden und Rust,
1994; Hiepe et al., 2006).

Nach der ersten Blutmahlzeit mit Hilfe seiner stechend-saugenden Mundwerk-
zeuge ist der Floh in der Lage sich fortzupflanzen. Etwa 24 bis 48 Stunden
nach der Nahrungsaufnahme und der anschlieBenden Paarung koénnen
Weibchen Eier produzieren, womit der Zyklus von neuem beginnt. Die Ent-
wicklung ist flexibel und kann in 13 Tagen abgeschlossen sein oder bis zu 190
Tage betragen. Sie ist abhangig von der Temperatur und anderen Stimuli. Die
Fahigkeit des Flohs Uber ausgedehnte Perioden im Kokon zu Uberleben ist
besonders wichtig, da er mobile Wirtstiere befallt, die nicht regelmalig zu
ihrem Nest oder Bau zuruckkehren (Westheide und Rieger, 1996; Dryden und
Rust, 1994).

4-10Eier/Gelege

bis zu 500 Eier/Q
™ O Q ™
Q00
e 'Jr’-_.\
L % 1
1-10d Eier

Ei — Adultus
13-28d
(13-190d)

7-14d

<
B

IS B
4/5(Lf o0

B

Puppen im Kokon

Larven -1l

Abb. 1.2. Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Flohen. Die Weibchen
legen Eier, welche in einem Zeitraum von 1-10 Tagen (d) schlipfen. Die Larven ent-
wickeln sich Uber drei verschiedene Larvenstadien und verpuppen sich anschlief3end.
Nach etwa 7-14 Tagen schlipfen die adulten Tiere aus den Kokons. (Quelle: Hiepe et al.,
2006).

Es sind vier verschiedene Sub-Spezies von C. felis bekannt: C. felis stron-
gylus und C. felis damarensis wurden in Afrika gefunden. C. felis orientis ist
im Sudosten Asiens und in Ost-Indien verbreitet. C. felis felis tritt weltweit auf
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und parasitiert viele Wild- und Haustier-Spezies (Lewis, 1972). Flohe
verursachen bei ihren Wirtstieren schwere allergische Dermatitis. Die Ursache
ist die Injektion von antigenem Material aus den Speicheldrisen der Flohe.
Darliber hinaus sind Fléhe Ubertrager von Infektionen. Zum Beispiel kdnnen
durch den Flohstich Bakterien der Gattung Rickettsia Ubertragen werden. Sie
vermehren sich intrazelluldar und fihren zu Typhus-ahnlichen Krankheits-
bildern. Weiterhin werden FadenwlUrmer (Filarien) und Bandwlrmer
(Cestoden) ubertragen (Dryden und Rust, 1994). Die Pest ist eine der be-
deutendsten Infektionen, die durch Flohe (u.a. Xenopsylla cheopis und
Nosopsyllus fasciatus; Hiepe et al., 2006) ubertragen werden kann. Der
bakterielle Erreger der Pest ist Yersinia pestis. Das naturliche Reservoir
dieses Seuchenerregers sind wilde Nagetiere, hauptsachlich Ratten. Wenn
Flohe das Blut der infizierten Nagetiere saugen, kann der Erreger auf den
Ektoparasiten und anschlieRend weiter auf den Menschen Ubertragen
werden. Durch rasche Vermehrung und starke Toxinproduktion im Korper
fuhrt die Infektion rasch zum Tode (Schlegel, 1992). Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass Flohstiche nicht nur lastig sind, sondern auch wirkliche
Gesundheitsrisiken darstellen. Da Flohe auRerdem nicht ausschlie3lich auf
einen Wirt festgelegt sind, sondern auch der Mensch von anderen Floharten
als dem Menschenfloh (Pulex irritans) befallen werden kann, stellt C. felis
nicht nur eine Gefahrdung fur Haustiere, sondern auch fur die Haustierhalter
dar (Dryden und Rust, 1994).

1.3 Signaltransduktion

FUr multizellulare Lebewesen ist die Kommunikation zwischen Zellen
essentiell. Auf diese Weise erfolgt die Koordination unterschiedlichster
interzellularer Reaktionen. Der interzellulare Informationsaustausch basiert
auf Signalen, die von einer Zelle ausgesandt und von einer anderen erkannt
werden. Ein Beispiel fur solche Signale sind chemische Botenstoffe. Nur
wenige unpolare Molekule konnen in die Zelle diffundieren und regulierend in
intrazellulare Reaktionen eingreifen. Die meisten Botenstoffe sind zu grof3 und
polar, um die Membran zu passieren (Berg et al., 2003). Dagegen kdnnen
verschiedenste extrazellulare Signalmolekile beispielsweise von membran-
assozierten Oberflachenrezeptoren detektiert werden. Chemische Molekdle,
die an einen spezifischen Rezeptor binden, werden auch als Liganden be-
zeichnet. Durch die Bindung wird eine Konformationsanderung des Rezeptors
induziert. Mit Hilfe dieser Konformationsanderung wird die Ubertragung des
extrazellularen Signals in die Zelle ermoglicht. Intrazellular wird das Signal
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haufig Uber eine Signalkaskade weiter vermittelt. Hierfur wird in den meisten
Fallen die Konzentration von second messenger (sekundaren Botenstoffen)
variiert. Die wichtigsten second messenger sind zyklisches AMP (cAMP),
zyklisches GMP (cGMP), Calciumionen, Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG). Second messenger werden durch Enzyme produziert
bzw. durch Aktivierung von Membrankanalen konzentriert. Dabei kdnnen
diese Enzyme und Membrankanale eine Verstarkung des Signals vermitteln.
Die Signalverstarkung ist von grolRer Bedeutung, da so auch ein gering
konzentriertes extrazellulares Signal in ein hoch konzentriertes intrazellulares
Signal Ubersetzt werden kann, um anschlieRend eine starke =zellulare
Reaktion auszulosen (Abb. 1.3) (Nelson und Cox, 2001; Koolman und Rohm,
2002).

In vielen Fallen 16sen second messenger die Aktivierung von Proteinkinasen
aus. Diese Ubertragen Phosphorylgruppen von Adenosintriphosphat auf
spezifische Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste in Proteinen. Die Phosphory-
lierung von Enzymen ist eine Regulationsmdglichkeit der Aktivitat von
Proteinen. So kann am Ende einer Signaltransduktionskaskade eine bioche-
mische Reaktion regulativ beeinflusst werden. Mit Hilfe von Proteinphos-
phatasen kdénnen die Phosphorylgruppen wieder von den Enzymen entfernt
werden, wodurch der Ausgangszustand wieder hergestellt wird (Koolman und
Réhm, 2002).

Die Auswertungen der Genomsequenzierungsprojekte haben gezeigt, dass
etwa die Halfte der 25 groften Proteinfamilien, die im menschlichen Genom
codiert sind, der Weiterverarbeitung von Informationen dient. Die grofte und
wichtigste Rezeptorenklasse sind die G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(Berg et al., 2003).
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Extrazellulares Signal

(z.B.chemischer Botenstoff)

l

Wahrnehmung Uber

Oberflachenrezeptor

Verstarkung
v
Signaltransduktionskaskade

/I\

Reaktion(en)

Abb. 1.3. Prinzipien der Signaltransduktion. Ein Signal aus der Umwelt bzw. dem
exrazellularen Raum wird mit Hilfe eines Oberlachenrezeptors von der Zelle detektiert.
AnschlieRend wird diese Information in die Zelle Ubertragen. Bei dieser Ubertragung
kommt es in den meisten Fallen zu einer Verstarkung des Signals. Das intrazellulare
Signal 16st anschlieRend weitere Reaktionen aus oder ist an der Regulation bio-
chemischer Prozesse beteiligt. (Quelle: gedndert nach Berg et al., 2003).

1.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (G-protein coupled receptors, GPCRs)
Ubertragen extrazellulare Signale in die Zelle. Sie sind in der Zellmembran
lokalisiert und durchspannen diese mit sieben Transmembran-Helices. An
einen Rezeptor kdnnen agonistische oder antagonistische Liganden binden.
Ein Agonist I0st eine Rezeptorantwort aus und fuhrt zur Aktivierung eines
Signaltransduktionsweges. Dagegen verhindert ein Antagonist die Bindung
des Agonisten direkt (kompetitiv) oder indirekt (allosterisch) (Berg et al., 2003;
Bohm et al.,, 2002). Beispiele fur Agonisten von GPCRs sind Duftstoffe,
Geschmackstoffe, Hormone, Neurotransmitter, biogene Amine, Aminosauren,
lonen, Lipide, Peptide und Proteine sowie andere chemische Substanzen
(Krauss, 2001). Nach der spezifischen Bindung eines Agonisten andern die
Rezeptoren ihre Konformation und aktivieren intrazellular gekoppelte G-
Proteine. Diese bestehen in den meisten Fallen aus drei Untereinheiten a, 3
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und y und werden deshalb auch als heterotrimere G-Proteine bezeichnet (im
Gegensatz zu kleinen (monomeren) G-Proteinen) (Abb. 1.4) (Bohm et al.,
2002). G-Proteine konnen GTP und GDP binden, wobei die GDP-gebundene
Form inaktiv ist. Die Aktivierung des Rezeptors verursacht einen Austausch
von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit des G-Proteins. Durch die
Bindung des GTP wird der G-Protein-Komplex instabil und die Konformation
des heterotrimeren G-Proteins andert sich, was zu einer Dissoziation in die a-
und die By-Untereinheit fluhrt. Die aktivierten G-Proteine Ubertragen die
Signale an weitere Proteine. Haufig sind ganze Signalkaskaden an einer
intrazellularen Antwort beteiligt. FUr die Inaktivierung des G-Proteins spaltet
die intrinsische GTPase der a-Untereinheit das gebundene GTP in GDP und
Pyrophosphat. Die a-Untereinheit lagert sich wieder mit der By-Untereinheit
zusammen und das G-Protein kann erneut an einen GPCR koppeln (Abb. 1.5)
(Krauss, 2001).

Es gibt verschiedene Ga-Proteine, welche mit einem Suffix unterschieden
werden: G;, Go, Gs und G1,. Im Fall einer Aktivierung des GPCRs flhren diese
Ga-Proteine zu unterschiedlichen intrazellularen Reaktionen. G; wirkt
inhibierend auf die Adenylatzyklase und verursacht einen Abfall der cAMP-
Konzentration, wohingegen Gs stimulatorisch auf dieses Enzym wirkt und
somit zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration flhrt. Dagegen bewirken Gg-
Proteine die Erhdhung des intrazellularen Calciumspiegels (Abb. 1.4).
Daruber hinaus gibt es noch die kleinen G-Proteine (G12/13). Zu ihnen zahlen
die Ras-, Rho-, Arf-, Rab- und Ran-Proteine. Diese G-Proteine sind
Monomere, die Uber divergente Evolution entstanden sind. Sie sind an
Zellfunktionen wie Wachstum, Differenzierung, Beweglichkeit, Cytokinese und
dem Substanztransport innerhalb der Zelle beteiligt (Berg et al., 2003). Am
Ende der Signaltransduktionskaskade der kleinen G-Proteine steht die
Regulation von serin/threoninspezifischen Proteinkinasen, welche wiederum
andere Enzyme regulieren.
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Abb. 1.4. G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Die Grafik zeigt die Funktion eines
GPCRs. Die sieben Zylinder stellen die sieben Transmembran-Helices dar. Die extra-
und intrazelluldren Schleifen, die diese Helices verbinden, sind nicht eingezeichnet. Nach
Bindung eines Agonisten erfolgt eine Konformationsanderung zunachst im Rezeptor und
anschlieRend im G-Protein, was zum Austausch des gebundenen GDPs durch GTP
fuhrt. Darauf hin dissoziiert die a-Untereinheit des G-Proteins. Liegt ein G¢-Protein vor,
so wird die Adenylatzyklase aktiviert, welche den second messenger cAMP produziert.
Der second messenger kann Uber Proteinkinase A die Aktivierung weiterer Zielproteine
bewirken oder einen lonenkanal 6ffnen. Das Enzym Phosphodiesterase spaltet cAMP
und flihrt so zu einem Abstoppen der Reaktion. G;-Proteine hemmen die Adenylatzyklase
und flUhren zu einer Absenkung der cAMP Konzentration. Andere GPCRs wirken Uber
Go-Proteine, welche Uber lonenkanale z.B. die Calcium Konzentration steuern (Bohm et
al., 2002)
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Abb. 1.5. Aktivierungszyklus von G-Proteinen durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren. (1) Ligandenbindung, (2) Aktivierung des Rezeptors, (3) Aktivierung des G-
Proteins durch Austausch von GDP gegen GTP, (4) Dissoziation des G-Proteins und
Signaltransduktion, (5) Inaktivierung des G-Proteins durch hydrolytische Spaltung von
GTP zu GDP und anschlieRende Zusammenlagerung der Untereinheiten des G-Proteins
(6) Bindung des G-Proteins an den Rezeptor. (Quelle: Sven Jahnichen,
http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:GPCR-Zyklus.png; Krauss, 2001)

Im humanen Genom sind mehr als 800 Gene enthalten, die fur GPCRs
codieren. Sie werden in drei Klassen unterteilt: Klasse | sind Rhodopsin-
ahnliche Rezeptoren, die durch biogene Amine (Dopamin, Serotonin, Hista-
min usw.) und kleine Peptide (Chemokine und Neuropeptide usw.) aktiviert
werden. Die Liganden werden mit Hilfe der Transmembran-Helices gebunden.
Die Klasse Il besteht aus Sekretin/Glucagon-ahnlichen Rezeptoren. Diese
zeichnen sich durch einen gro3en N-Terminus aus, welcher Protein-Hormone
(z.B. Glucagon) als Liganden bindet. Klasse Il enthalt metabotroph-ahnliche
Rezeptoren, welche geladene Liganden geringen Molekulargewichts (z.B.
Glutamat, Calcium und y-Aminobuttersaure usw.) binden konnen. Die Bin-
dung erfolgt mit Hilfe einer sehr langen N-terminalen Domane, welche aus
zwei symmetrischen Fligeln besteht (Abb. 1.6) (Bissantz et al., 2004).


http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:GPCR-Zyklus.png

Einleitung

Extrazellularer Raum

NH,
NH,
NH,
OOH OOH COOH

Klasse I: Rhodopsin-ghnliche Klasse ll:  Sekretin-ahnliche Klasse lll:  Metabotroph-ahnliche

Rezeptoren Rezeptoren Rezeptoren
Liganden:  Biogene Amine und Liganden:  Protein Hormone Liganden:  kleine geladene

kleine Peptide Molekiile

Abb. 1.6. Klassifizierung humaner GPCRs. Die Gber 800 humanen GPCRs werden in
drei Klassen eingeteilt. Rhodopsin-ahnliche Rezeptoren zeichnen sich durch eine kleine
N-terminale Domane und eine grofe C-terminale Domane aus. Die Bindung des Ligan-
den erfolgt mit den Transmembran-Helices. Sekretin-dhnliche Rezeptoren besitzen einen
wesentlich groReren N-Terminus, welcher die Liganden bindet, sowie eine grol3e intra-
zellulare C-terminale Domane. Metabotroph-ahnliche Rezeptoren erkennen den Ligan-
den mit einer sehr groRen N-terminalen Domane, die aus zwei symmetrischen Fligeln
besteht. Auch diese Rezeptoren besitzen eine groRe C-terminale Domane. (Quelle: nach
Bissantz et al., 2004).

Die Genomprojekte der Insekten Drosophila melanogaster und Anopheles
gambiae und die anschlieBende Annotierung haben gezeigt, dass die fur
Homo sapiens beschriebenen GPCR-Familien auch in den beiden Insekten zu
finden sind. Allerdings weisen die GPCR-Familien dieser Insekten zum Teil
weniger Mitglieder auf (Brody und Cravchik, 2000; FlyBase; http://flybase.
bio.indiana.edu; Hill et al., 2002). In D. melanogaster sind nahezu 300 GPCRs
bekannt (Brody und Cravchik, 2000 und FlyBase; http://flybase.bio.indiana.
edu), welche in vier Klassen eingeteilt werden: Rhodopsin-ahnliche, Sekretin-
ahnliche und metabotroph-ahnliche Rezeptoren wie flr die humanen GPCRs
und zusatzlich die atypischen sieben- transmembran-Proteine. Die
Klassifizierung basiert auf Strukturvorhersagen, Sequenzanalysen mit dem
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Hidden Markov Modell und Sequenzvergleichen mit BLAST (Brody und
Cravchik, 2000).

1.5 GPCRs als Drug Targets

Haufig fihrt die Fehlfunktion von Biomolekilen wie Enzymen, Rezeptoren
oder lonenkanalen zur Entstehung von Krankheiten. Um diese Stdérungen
auszugleichen, versucht man spezifische Wirkstoffe zu entwickeln, die als
Medikamente eingesetzt werden konnen. Die Zielproteine, mit denen die
Medikamente interagieren, werden als drug targets bezeichnet. GPCRs sind
als Teil der Signaltransduktion an vielen regulierenden Prozessen beteiligt.
Diese regulierende Funktion der GPCRs kann zur Kompensation von mole-
kularen Krankheitsursachen genutzt werden, indem mit Hilfe von
Antagonisten bzw. Agonisten spezifisch Einfluss auf die GPCRs genommen
wird. Etwa 30% aller humanen drug targets sind GPCRs (Hopkins und
Groom, 2002). Beispiele fur solche Medikamente sind unter anderem Beta-
blocker, Neuroleptika, Antihistaminika, Opioide und Sympathomimetika
(ROTE LISTE® 2006; Arzneimittelsverzeichnis  fir  Deutschland;
http://www.rote-liste.de/Online). Die Tabelle 1.1 stellt eine Ubersicht Uber
Wirkstoffe dar, die an humane G-Protein gekoppelte Rezeptoren angreifen.
Am Beispiel der Acetylcholinergika wird das Prinzip eines Medikaments er-
lautert, dessen drug target ein GPCR ist:

Funf verschiedene muscarinische Acetylcholinrezeptoren (M1, M2, M3, M4
und MS5) sind fur den Menschen beschrieben (Koolman und Rohm, 2002). Die
Namensgebung basiert auf dem agonistischen Liganden Muscarin, welches
ein Alkaloid des Fliegenpilzes (Amanita muscaria) ist. Der antagonistische
Wirkstoff Atropin (Alkaloid aus der Tollkirsche, Atropa belladonna) wird als
Medikament z.B. zur Beschleunigung der Herzschlagfrequenz und zur Sen-
kung des Tonus der glatten Muskulatur in Bronchien und im Urogenitaltrakt
eingesetzt. (ROTE LISTE® 2006; Arzneimittelsverzeichnis fiir Deutschland;
http://www.rote-liste.de/Online). So kann Uber GPCRs regulierend in den Or-
ganismus eingegriffen werden.

Im Bereich der Veterinarmedizin werden ebenfalls GPCRs als drug targets fur
die Bekampfung von Schadlingen genutzt. Das Ziel von antiparasitischen
Wirkstoffen ist die Tétung der adulten Schadinsekten. Das Akarizid Amitraz ist
als GPCR-aktiver Wirkstoff beschrieben (Baxter und Barker, 1999). Zecken
wie z.B. die Rinderzecke Boophilus microplus verursachen weltweit grof3en
Schaden in der Viehzucht, indem sie bei Rindern Anamien ausldsen, ihnen
physischen Schaden zufuigen und Krankheitserreger Ubertragen. Seit 1971
werden Formamidine wie Amitraz als Akarizid eingesetzt (Reid, 1989). Kurz
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nach der Aufnahme von Amitraz werden Zecken hyperaktiv, |16sen sich von
den Rindern und fallen vom Wirt, ohne sich wieder anhaften zu kdnnen
(Roulston et al., 1971). Bei niedrigen Dosen Amitraz sterben die Parasiten
nicht, sondern legen eine verringerte Zahl Eier, aus denen aulerdem weniger
Larven schlipfen (Knowles und Roulston, 1973). Werden hohe Dosen ver-
wendet, sterben die Zecken. Die primaren targets von Amitraz sind vermutlich
biogene Aminrezeptoren, im Besonderen der adrenerge sowie die
octopaminergen Rezeptoren (Hollingworth und Lund 1982). Octopamin ist ein
biogenes Amin, das als Neurotransmitter, Neuromodulator und Neurohormon
in Invertebraten fungiert (Axelrod und Saavedra, 1977; Orchard, 1982). Da
Mammalia den Octopamin-Rezeptor nicht besitzen, stellt dieser ein
exzellentes target fur Akarizide dar. Diese kdnnen am Octopamin-Rezeptor
der Zecken angreifen, ohne einen orthologen Rezeptor der Wirtstiere zu
beeinflussen (Evans und Robb, 1993).

Amitraz besitzt bei Akariden agonistische Wirkung auf octopaminerge
Systeme. Studien zeigen, dass der Octopamin-Rezeptor in Insekten ebenfalls
das target von Amitraz ist (Hashemzadeh et al., 1985; Baxter und Barker,
1999). a-adrenerge Antagonisten wie z.B. Phentolamin inhibieren die Wirkung
von Octopamin. Es wurde gezeigt, dass diese Antagonisten auch die agonisti-
sche Wirkung von Amitraz blockieren. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass
Amitraz auch in Insekten auf Octopamin-Rezeptoren wirkt (Hiripi et al., 1994;
Roeder 1995). Fléhe sind neben Zecken fur die Veterinarmedizin die
wichtigsten Ektoparasiten (Rust, 2005). Obwohl Flohe zu den Insekten
zahlen, besitzt Amitraz in diesem Fall allerdings nur eine geringe Wirkung
(Folz et al., 1986). Da GPCRs sowohl im menschlichen Organismus als auch
in Arthropoden an zahlreichen regulierenden Prozessen beteiligt sind, stellt
sich die Frage, ob GPCRs madglicherweise auch im veterindrmedizinischen
Bereich drug targets fur weitere Wirkstoffe darstellen.

Far C. felis sind bisher keine GPCRs beschrieben. Eine bioinformatische
Analyse aller bekannten Insekten GPCRs von D. melanogaster und A. gam-
biae (Brody und Cravchik, 2000; FlyBase; http://flybase.bio.indiana.edu; Hill et
al., 2002) sowie von EST Sequenzen und genomischen Sequenzen von
Insekten ergab, dass die Familie der Dopamin-Rezeptoren hoch konserviert
ist. Daher wurde diese GPCR-Familie ausgewahlt, um die ersten GPCRs von
C. felis zu identifizieren.

12
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Tab. 1.1. Wirkstoffe, welche an humanen GPCRs angreifen.

Arzneimittelgruppe

Alphablocker

Acetylcholinergika

Betablocker

Dopamin-Agonisten

H.-Antihistaminika

Hy-Antihistaminika

Neuroleptika

Opioide

Sartane

Triptane

Wirkstoffe

Prazosin, Tamsulosin

Atropin

Atenolol, Metoprolol

Pergolid, Cabergolin,
Pramipexol, Ropinirol

Diphenhydramin, Loratadin,
Cetirizin

Ranitidin, Famotidin,
Cimetidin

Haloperidol, Risperidon,
Clozapin, Olanzapin

Morphin, Codein, Fentanyl,
Loperamid
Losartan, Candesartan,
Irbesartan, Valsartan,
Telmisartan
Sumatriptan, Naratriptan,
Zolmitriptan

Indikation

Hypertonie,
Prostatahyperplasie

Harninkontinenz, Asthma,
Herzrhythmusstérungen

Hypertonie, Herzin-
suffizienz, koronare
Herzkrankheit
Parkinson, Restless-Legs-
Syndrom

Allergische Reaktionen

Kontrolle der
Magensaureproduktion
(Refluxkrankheiten,
Magengeschwdre)

Schizophrenie

Schmerzen, Anasthesie,
Husten, Durchfall
Hypertonie,
Herzinsuffizienz, koronare
Herzkrankheit

Migréne

Rezeptoren

aq-Adrenorezeptoren

Muskarinische
Acetylcholinrezeptoren

Bs-Adrenorezeptoren

Dopamin-Rezeptoren

Hq-Rezeptoren

H,-Rezeptoren
Dopamin und
Serotonin Rezeptoren
Opioidrezeptoren

Angiotensin;-Rezeptor
(AT4)

5HT,-Rezeptoren

Erlauterungen
Senken als Antagonisten den Tonus der
glatten Muskulatur in BlutgefalRen und im
Urogenitaltrakt.

Senken als Antagonisten den Tonus der
glatten Muskulatur in Bronchien und im
Urogenitaltrakt. Hemmen die Herzfrequenz-
senkende Wirkung von Acetylcholin.

Senken als Antagonisten unter anderem die
Herzfrequenz.
Agonisten aktivieren Dopamin-Rezeptoren.

Inhibieren als Antagonisten die Wirkung von
Histamin, das bei allergischen Reaktionen
ausgeschuittet wird.

Inhibieren als Antagonisten die Histamin-
vermittelte Freisetzung von Magensaure.

Als Antagonisten inhibieren sie Dopamin-
und Serotonin-Rezeptoren und besitzen
antipsychotische Wirkung.

Wirken als Agonisten.

Senken als Antagonisten des Angiotensins |l
an AT,-Rezeptoren den Tonus der glatten
Muskulatur in BlutgefaRen.

Wirken agonistisch auf 5HT-Rezeptoren.

Die Informationen wurden aus verschiedenen Quellen zusammengetragen: Wise et al., 2002; http://www.gpcr.org/7tm/ligand/Seeman/index.html und ROTE

LISTE®2006; Arzneimittelsverzeichnis fiir Deutschland; http://www.rote-liste.de/Online
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1.6 Der Ligand Dopamin

Der Neurotransmitter Dopamin (Abb. 1.7) bindet als Ligand an Dopamin-
Rezeptoren und aktiviert diese. Dopamin ist ein biogenes Amin und zahlt zu
den Katecholaminen. Die Biosynthese beginnt mit der Hydroxylierung der
Aminosaure Tyrosin zu Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). AnschlieRend
erfolgt eine Decarboxylierung zu Dopamin (Abb. 1.8).

HO

[H=
HO

Abb. 1.7. Strukturformel von Dopamin. Das biogene Amin Dopamin zeichnet sich
durch zwei Hydroxyl- sowie eine Aminogruppe aus und zahlt zu den Katecholaminen.

S6:68%.

L-Tyrosin L- DOPA Dopamin Moradrenalin Adrenalin

3

Abb. 1.8. Biosynthese von Dopamin. Ausgehend von der Aminosaure Tyrosin wird
durch die Enzyme Tyrosin-Hydroxylase und eine Decarboxylase Dopamin synthetisiert.
Weitere Modifikationen des Molekils fiihren zu Noradrenalin und Adrenalin (Quelle:
http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Biosynthese Adrenalin.png; Voet und Voet, 1994).
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1.7 Dopamin-Rezeptoren
1.7.1 Klassifizierung und Struktur

Die Rezeptoren fur den Neurotransmitter Dopamin sind GPCRs und besitzen
die typische heptahelicale Struktur (Missale et al., 1998). Im Menschen sind
Dopamin-Rezeptoren in Neuronen und glatten Muskelzellen von Nierengefa-
Ren lokalisiert. Man unterscheidet funf Dopamin-Rezeptoren in H. sapiens,
welche in zwei Gruppen unterteilt werden. Zunachst wurde die Existenz
zweier Dopamin-Rezeptoren (D1 und D2) basierend auf Experimenten mit
Gehirnregionen vorhergesagt (Kebabian und Calne, 1979). Diese Rezeptoren
konnten spater identifiziert und charakterisiert werden (Dearry et al., 1990;
Monsma et al., 1990; Zhou et al., 1990; Gingrich und Caron, 1993; Bunzow et
al., 1988). Der Rezeptor D1 erhdht bei Stimulation mit Dopamin den intrazel-
lularen cAMP-Spiegel durch die Aktivierung der Adenylatzyklase, wohingegen
D2 den cAMP-Spiegel senkt. Erst spater wurden die Rezeptoren D3 (Sokoloff
et al., 1990), D4 (Van Tol et al., 1991) und D5/D1b (Sunahara et al., 1991,
Tiberi et al., 1991) identifiziert. Da D3 und D4 wie D2 den cAMP-Spiegel
senken, wurden diese Rezeptoren als D2-ahnliche Rezeptoren zusammen-
gefasst. Die Rezeptoren D1 und D5 erhohen den cAMP-Spiegel und werden
als Ds-ahnliche Rezeptoren bezeichnet (Missale et al., 1998).

Abbildung 1.9 zeigt die Struktur von D1-ahnlichen Dopamin-Rezeptoren. Es
wurde beschrieben, dass an der Bindung des Dopamins zwei Serin-Reste der
Transmembran-Helix 5, ein Phenylalanin-Rest der Transmembran-Helix 6 und
ein Aspartat-Rest der Transmembran-Helix 3 beteiligt sind (Strader et al.,
1995). Im Unterschied zu D1-ahnlichen Rezeptoren besitzen D2-ahnliche
Rezeptoren einen kurzeren C-Terminus und eine grol3ere dritte intrazellulare
Schleife (Missale et al., 1998).
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Extrezellularer
Raum E

Abb. 1.9. Struktur eines D1-ahnlichen Dopamin-Rezeptors. Die Abbildung zeigt die
charakteristischen sieben Transmembran-Helices, zwei der drei intrazellularen Schleifen,
die drei extrazellularen Schleifen sowie den N- und den C-Terminus. Im Gegensatz zu
D1-ahnlichen Rezeptoren zeichnen sich D2-ahnliche Rezeptoren durch einen kirzeren
COOH-Terminus und eine grofliere dritte intrazellulare Schleife aus. An der Bindung von
Dopamin beteiligte Aminosduren sind in den verschiedenen Transmembran-Helices
angezeigt. (P) Potentielle Phosphorylierungsstellen, (Y) potentielle Glycosylierungsstellen
am N-Terminus, (E1-E3) extrazellulare Schleifen, (1-7) Transmembran-Helices, (12-13)
intrazelluldre Schleifen. (Quelle: Missale et al., 1998).

Fur die Insekten D. melanogaster, Apis mellifera und A. gambiae sind jeweils
drei verschiedene Dopamin-Rezeptoren beschrieben (Tab. 1.2). Generell
lassen sich auch diese drei Rezeptoren in die D1- bzw. D2-ahnlichen Klassen
einteilen. Die Dopamin-Rezeptoren | und Il der Insekten wurden als D1-
ahnliche Rezeptoren klassifiziert und aktivieren die Adenylatzyklase, wogegen
Dopamin-Rezeptoren Ill als D2-ahnliche Rezeptoren bezeichnet wurden und
die Adenylatzyklase entsprechend inhibieren. Tabelle 1.2 zeigt die Rezepto-
ren der einzelnen Organismen und in welchen Systemen die Rezeptoren
funktionell exprimiert wurden. Die Dopamin-Rezeptoren von A. gambiae sind
mit Hilfe bioinformatischer Methoden vorhergesagt worden und sind bisher
noch nicht kloniert und charakterisiert worden (Hill et al. 2002).
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Tab.1.2. Dopamin-Rezeptoren der Insekten D. melanogaster (Dm), A. mellifera (Am)
und A. gambiae (AQ).

_ Genbank . .
Dopamin- . Originalbe- Expressions- .
Accession . Literatur
Rezeptor zeichnung system
Number
DmDopRI  AAA85716  dDA1 cos7,sfg  Ccowesetal, 1994
Sugamori et al., 1995
DAMB/ Oozyten, Feng et al., 1996;
DmDopRII 24
mop Q24563 5 oRo9B HEK293 Han et al., 1996
DmDopRIIl  AAN15955 DD2R HEK293 Hearn et al., 2002
HEK?293, Sf9, Blenau et al., 1998;
AmDopRI  CAA73841 AmDOP1 Sf21 Mustard et al.. 2003
Humphries et al.,
AmDopRIl  AAM19330 AmDOP2 Sf9, Sf21 2003;
Mustard et al., 2003
AmDopRIIl  AY921573 AmDOP3 HEK293 Beggs et al., 2005
AgDopRI  EAA10574  GPRdop1 - Hill et al., 2002
AgDopRIl  EAA06824  GPRdop2 - Hill et al., 2002
AgDopRIIl EAA09118  GPRdop3 - Hill et al., 2002

1.7.2  Funktion von Dopamin und Dopamin-Rezeptoren fir den Men-
schen

Dopaminerge Neuronen befinden sich im Zentralnervensystem, wobei sie vor
allem im Mittelhirn lokalisiert sind. Besonders haufig treten diese in der
Substantia nigra, dem Kernkomplex des Mittelhirns, auf. Diese Neuronen
projizieren normalerweise zum Striatium, wo sie von groRer Bedeutung flr die
Kontrolle der Informationsverarbeitung durch die Basalganglien sind (Kandel
et al., 1996). Der Neurotransmitter Dopamin ist weiterhin auch in einigen
Systemen des vegetativen Nervensystems zu finden und reguliert die Durch-
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blutung innerer Organe (Missale et al., 1998). Unter anderem beeinflusst
Dopamin die extrapyramidale Motorik und spielt eine wichtige Rolle bei
Suchterkrankungen. So kommt es beim Gebrauch von verschiedenen
Rauschgiften zur erhohten Ausschuttung von Endorphinen, Dopamin, Seroto-
nin und y-Aminobuttersaure. Die Storung des Dopaminhaushalts ist zum Teil
auch fur die Entzugssymptome verantwortlich und steht in Verbindung mit
zahlreichen weiteren Erkrankungen wie Schizophrenie und der Parkinson
Krankheit (Kandel et al.,1996). Die letztgenannte Erkrankung wird aufgrund
ihrer enormen Bedeutung und der wichtigen Rolle von Dopamin naher
erlautert:

Die Parkinson Krankheit ist eine langsam fortschreitende neurologische
Erkrankung. Sie zahlt zu den degenerativen Erkrankungen des extrapyrami-
dalmotorischen Sytems und wurde erstmals von dem englischen Arzt James
Parkinson im Jahre 1817 beschrieben (Parkinson, 1817). Die ersten
Symptome der Erkrankung treten meist zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr
auf. Zum Teil wird Parkinson vererbt oder durch Medikamente induziert. Am
haufigsten ist die idiopathische Parkinson-Erkrankung, bei der die Ursache
nicht zu erklaren ist. Ohne erkennbaren Anlass sterben die dopaminergen
Nervenzellen in der Substantia nigra ab und fuhren zur Erkrankung (Kandel et
al.,1996). Es besteht aber nicht nur ein Mangel an Dopamin, sondern es
finden auch Verschiebungen im Verhaltnis zu anderen Ubertragerstoffen wie
Glutamat und Acetylcholin statt. Durch die Verminderung von Dopamin kommt
es z.B. zu einem funktionellen Uberschuss an Glutamat. Das fir die Erkran-
kung charakteristische Zittern und die erhéhte Muskelspannung gehen wahr-
scheinlich vor allem auf den Uberschuss von Acetylcholin zurlick. Erst wenn
ca. 80% der dopaminergen Zellen abgestorben sind, treten die ersten
Symptome auf. Typische Symptome sind der Rigor (Muskelsteifheit, Rigiditat),
der Ruhetremor (Zittern von Armen und Beinen im Ruhezustand) und die
Akinese (Verarmung der Mimik, verwaschene Sprache, vermindertes
Schlucken und daraus resultierend ein Speichelful®). Zurzeit gibt des keine
Behandlung, die die Ursachen des Parkinson-Syndroms bekampft. Die Dege-
neration der Nerven kann nicht aufgehalten werden. Lediglich die Symptome
konnen behandelt werden. Die Behandlung erfolgt in den meisten Fallen mit
einer Vorstufe des Dopamins, dem L-Dopa (Levodopa; siehe Abb. 1.8)
(Kandel et al.,1996; ROTE LISTE® 2006, Arzneimittelsverzeichnis fiir
Deutschland; http://www.rote-liste.de/ Online). Dopamin ist als Medikament
ungeeignet, da es Uber die Niere sofort wieder ausgeschieden wird. Im
Gegensatz zum Dopamin kann L-Dopa die Blut-Hirn-Schranke passieren. Im
Hirn wird dann L-Dopa in Dopamin umgewandelt und kann bis zu einem
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gewissen Grad das fehlende Dopamin ersetzen. Allerdings treten nach mehr-
jahriger Einnahme unwillkirliche Bewegungen (Dyskinesien bzw. Hyperkine-
sen) und Schwankungen (Fluktuationen) der Beweglichkeit (on-off-
Phanomene) auf, da dieser Agonist nur eine Wirkzeit von wenigen Stunden
hat (Kandel et al.,1996). Deswegen werden am Anfang der Behandlung
haufig langer wirkende Dopaminagonisten eingesetzt, z.B. Mutterkornalka-
loide (Pergolid, Cabergolin, Bromocriptin und Lisurid) sowie die neueren
selektiven D2-ahnlichen Rezeptoragonisten (Pramipexol, Ropinirol und
Rotigotin) (Radad et al., 2005). Zusatzlich wird mit MAO-B-Hemmern, die das
Enzym Monoaminoxydase B inhibieren, der Abbau von Dopamin im Gehirn
verlangsamt. Hemmstoffe der Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT-
Hemmer) inhibieren den Abbau des L-Dopa. Durch die Kombination von
Levodopa mit MAO-B- und COMT-Hemmern ist eine geringere Dosis an L-
Dopa ausreichend und die Nebenwirkungen werden verringert. DarUber
hinaus wird ein Decarboxylasehemmer (Carbidopa oder Benserazid) den L-
Dopa-Praparaten zugesetzt, um einen Abbau vor Passage der Blut-Hirn-
Schranke zu verhindern. Die altesten Antiparkinson-Praparate sind
Anticholinergika, welche seit 1950 synthetisch hergestellt werden. Ihr Wirk-
mechanismus besteht darin, dass sie das relative Uberwiegen von Acetylcho-
lin gegenuber Dopamin vermindern und damit beide Neurotransmitter wieder
in ein Gleichgewicht bringen, wenngleich auf einem niedrigeren Niveau. Da
diese Praparate zahlreiche Nebenwirkungen verursachen, werden sie
seltener verordnet (http://www.roche.de; Kandel et al.,1996; Voet und Voet,
1994; ROTE LISTE® 2006, Arzneimittelsverzeichnis fiir Deutschland;
http://www.rote-liste.de/Online).

1.7.3  Funktion von Dopamin und Dopamin-Rezeptoren in Insekten

Obwohl die Rolle von Dopamin und Dopamin-Rezeptoren im Menschen
aufgrund zahlreicher Erkrankungen wie z.B. Parkinson sehr gut untersucht
wurde, ist Uber die Funktion in Insekten bisher wenig bekannt. Lediglich fur
den Modell-Organismus D. melanogaster wurde beschrieben, dass Dopamin
in Verbindung mit der Fortbewegung (Yellman et al., 1997), der Fruchtbarkeit
(Neckameyer, 1996, Pendleton et al., 1996), dem Sexualverhalten
(Neckameyer, 1998) und dem Erinnerungsvermogen steht (Tempel et al.,
1984, Neckameyer, 1998). Allerdings sind fur Dopamin-Rezeptoren keine
Mutanten in D. melanogaster beschrieben, die genaueren Aufschluss Uber die
in vivo Funktion geben kénnten. Alternativ zu einem solchen knock-out-Ansatz
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ist es mdglich, mit transgenem RNA interference spezifisch Gene der
Fruchtfliege in ihrer Expression zu reprimieren (Kennerdell und Carthew,
2000). Ein Haarnadelkonstrukt eines Genfragments (inverted repeat) wird
dabei mittels Keimbahntransformation stabil ins Genom integriert. Bei der
Expression dieses Konstruktes in den Fliegen entstent dann RNA, die sich
mittels Basenpaarung zu einer Haarnadelschleife zusammenlagert
(Kennerdell und Carthew, 2000; Giordano et al., 2002). Diese doppelstrangige
RNA induziert dann genspezifisch die Degradation der mRNA und fuhrt so zu
einer stark verringerten Expression eines Gens (Hutvagner und Zamore,
2002). Ein solcher genspezifischer knock-down-Ansatz ermdglicht die Analyse
der in vivo Funktion des Genprodukts in D. melanogaster und kann zur
Beurteilung der Bedeutung eines Gens herangezogen werden (Lee und
Carthew, 2003). Beispielsweise koénnen Letalitat oder phanotypische
Veranderungen der Fliegen auftreten. Vergleichbare Analysen sind zurzeit in
C. felis nicht durchfiihrbar, aber eine analoge Ubertragung der Ergebnisse
von D. melanogaster auf den Floh ist mdglich.

1.8 Strukturbasierte Identifikation von neuen Liganden fir
Zielproteine

Die Entwicklung neuer antiparasitischer Medikamente wird unter anderem
nach dem target based approach (Medikamentenentwicklung am Zielprotein)
durchgefuhrt. Es werden einzelne Gene identifiziert, deren Genprodukte flr
das Uberleben dieser Parasiten essentiell sind. AnschlieRend werden
spezifische chemische Antagonisten oder Agonisten gegen diese Genpro-
dukte entwickelt (z.B. Enzyminhibitoren) und auf ihre Wirksamkeit getestet
(Selzer et al., 2000; Selzer et al., 2004; Hiepe et al., 2006, Selzer, S. 422-
427). Die Identifikation von antagonistischen bzw. agonistischen Liganden
kann prinzipiell Gber zwei Wege erfolgen. Zum einen kénnen Wirkstoff-Biblio-
theken direkt am target getestet werden. Hierflir wird das target Protein in
einem in vitro Modell (z.B. Zellkultur) funktionell exprimiert und eine grolle
Anzahl an Wirktstoffen wird in einem high-throughput-screening getestet. Zum
anderen koénnen mit Hilfe von chemoinformatischen Methoden die zu
testenden Wirkstoffe zunachst einmal in silico gefiltert werden. Hierfur wird ein
Strukturmodell des target Proteins erstellt, wobei realistische dreidimensionale
Molekulstrukturen berechnet werden. Die Darstellung und Bearbeitung dieser
Modelle wird auch als Molecular Modelling bezeichnet. Bei der Erstellung
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eines Modells sollten mdglichst experimentell erworbene Daten verwendet
werden (Bohm et al., 2002).

Fir die Aufklarung von chemischen Strukturen sind vor allem zwei Verfahren,
die Kiristallstrukturanalyse und die hochauflésende NMR-Spektroskopie von
Bedeutung. Das erste Verfahren ist die altere Methode: Sie geht auf ein
Experiment von Max Laue im Jahr 1912 zurick. Mit Hilfe von Kupfersulfat-
Kristallen konnte die Wellennatur der Rontgenstrahlen demonstriert werden.
Gleichzeitig wurde so der Gitteraufbau von Kristallen bewiesen. Ein Jahr
spater konnte mit dieser Methode die Kristallstruktur von Kochsalz bestimmt
werden. Bei der Kristallstrukturanalyse erfahren Rontgenstrahlen eine
Beugung an Kristallen. Mit Hilfe der Beugungserscheinungen wird die
raumliche Anordnung der Atome im Kristall abgeleitet. Das Verfahren wurde
uber die Jahre hinweg immer weiter verfeinert. In letzter Zeit erweist sich die
Elektronenmikroskopie als eine weitere, sehr leistungsfahige Methode zur
Strukturaufklarung membrangebundener Proteine (Bohm et al., 2002).
Realistische Strukturmodelle von GPCRs sind von grofem Interesse fur die
Entwicklung neuer Medikamente. Zuerst konnte die Kristallstruktur des Photo-
reaktionszentrums des Bakteriums Rhodopseudomonas viridis aufgeklart
werden (Deisenhofer et al., 1984). Einen Zugang zum strukturellen Aufbau
von 7-Transmembran-Rezeptoren ermoglichte die 1990 publizierte 3D-
Struktur des Bacteriorhodopsins (Henderson et al., 1990). Henderson gelang
die Strukturaufklarung mit Hilfe der hochauflésenden Elektronenmikroskopie
an zweidimensionalen Kristallen. Bacteriorhodopsin selbst ist kein GPCR,
sondern eine Protonenpumpe, die an einer Membran einen pH-Gradienten
aufbaut. Es besitzt allerdings eine GPCR-typische Struktur mit sieben Trans-
membran-Helices. Im Jahre 2000 konnte die Kristallstruktur von Rinder-
Rhodopsin mit einer Auflésung von 0,28 nm (entspricht 2,8 Angstrom)
bestimmt werden (Abb. 1.10) (Palczewski et al., 2000).
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Abb. 1.10. Struktur von Rinder-Rhodopsin. Im Jahr 2000 konnte erstmals die dreidi-
mensionale Struktur eines GPCRs durch Kristallstrukturanalyse aufgeklart werden.
(Quelle: Palczewski et al., 2000)

Diese neuen Daten zeigen eine enge strukturelle Beziehung zum
Bacteriorhodopsin. Rinder-Rhodopsin, ein lichtempfindliches Chromoprotein,
besteht aus 348 Aminosauren und ist in Membranscheiben der Photorezepto-
ren, den Stabchen-Zellen, lokalisiert. Sein Proteinanteil Opsin enthalt den
Aldehyd Retinal. Die Absorption eines Photons I6st im Retinal eine Isomerisie-
rung von der 11-cis-Form zum all-trans-Retinal aus. Dieser photochemische
Prozess fuhrt innerhalb von Millisekunden zu einer allosterischen Konfor-
mationsanderung des Rhodopsins. Die aktive Konformation bindet und
aktiviert das G-Protein Transducin durch den Austausch von GDP gegen
GTP. Im aktivierten Transducin dissoziiert die GTP-haltige a-Untereinheit vom
Rest des Molekuls und aktiviert ihrerseits eine membranstandige cGMP-
Phosphodiesterase. Rhodopsin transferiert also die Aktivierung uber ein
gekoppeltes G-Protein in die Zelle. Allerdings ist das aktivierende Signal kein
Ligand, sondern ein Photon (Koolman und Réhm, 2002).

Bisher ist es nicht gelungen die Struktur weiterer GPCRs aufzuklaren, da die
Kristallisation membranstandiger Proteine extrem schwierig ist. Aufgrund des
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einheitlichen Aufbaus der GPCRs lasst sich anhand der Raumkoordinaten
des charkterisierten Biopolymers ein Modell des unbekannten Proteins
konstruieren, was auch als homology modelling bezeichnet wird. Dabei ist die
Struktur der Bindetasche eines Proteins von besonderem Interesse, da diese
festlegt, welche funktionellen Gruppen auf der Seite der niedermolekularen
Liganden fur eine Bindung erforderlich sind. Die raumliche Anordnung dieser
funktionellen Gruppen im Liganden bezeichnet man als den Pharmakophor.
Dabei kann es sich um wasserstoffbriickenbildende Gruppen (Donoren und
Akzeptoren), hydrophobe Molekdilteile, geladene Gruppen etc. handeln
(Abb. 1.11). Mit Hilfe eines Pharmakophor-Modells kénnen virtuelle Substanz-
Datenbanken nach Molekulgerusten durchsucht werden, die den erforderli-
chen Pharmakophor enthalten (Bohm et al., 2002; Davis et al., 2003). Die neu
identifizierten Substanzen kdnnen dann in einem in vitro Assay-System auf
ihre biologische Aktivitat getestet werden. Die beschriebene Vorgehensweise
wird auch als Ligand-basierter Ansatz bezeichnet (Béhm et al., 2002; Oellien
et al.,, 2006). Er findet z.B. auch Anwendung bei der Analyse von GPCR-
Subtypen. Haufig existieren mehrere Subtypen eines bestimmten Rezeptors,
die in unterschiedlichen Geweben verschiedene Reaktionen regulieren. Soll
mittels eines Medikaments ein GPCR regulierend beeinflusst werden, ist es
haufig schwierig, einen spezifischen Subtyp zu addressieren. Ist der Wirkstoff
nicht spezifisch genug, so kann dies zu schweren Nebenwirkungen flhren
(Trabanino et al., 2004).
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Abb. 1.11. Pharmakophor-Modell. Stellt die rdumliche Anordnung der funktionellen
Gruppen eines Molekills z.B. eines Liganden dar. Dabei entsprechen die farbig
markierten Spharen unterschiedlichen chemischen Eigenschaften. Bei einer Suche nach
neuen Liganden kann es hilfreich sein, Bereiche zu definieren, in denen keine Molekdl-
strukturen liegen sollen. Solche excluded volumes werden durch schwarze Spharen
dargestellt. (Quelle: Die Abbildung wurde von Dr. Anette Klinger und Dr. Jérg Cramer der
BioChemlnformatics, Intervet Innovation GmbH erstellt.)

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl GPCRs im humanen Pharmabereich molekulare targets
unterschiedlichster Medikamente sind, kennt man in der Veterindrmedizin
lediglich das Akarizid Amitraz als GPCR-aktives Antiparasitikum. Fur den Floh
C. felis ist bisher noch kein GPCR beschrieben. Ziel dieser Arbeit war die
Identifikation und die eingehende Charakterisierung der ersten GPCRs von C.
felis. Das Genom von C. felis ist noch nicht sequenziert und die Identifikation
neuer Gene kann nur mit Hilfe bereits bekannter Orthologer aus anderen
Insekten erfolgen. Orthologe sind homologe Proteine, die in verschiedenen
Organismen die gleiche Funktion austben (Selzer et al., 2004). Je héher die
Konservierung zwischen den Orthologen ist, desto hoher ist die Wahrschein-
lichkeit, die neuen Gene identifizieren zu konnen. Aus diesem Grund sollte
zunachst eine bioinformatische Analyse durchgefiihrt werden, um die Frage
zu beantworten, welche GPCRs der Insekten am hdchsten konserviert sind.
Daflir mussten samtliche zur Verfigung stehenden Sequenzinformationen
von Insekten zusammengetragen werden. Es war vorgesehen, die Analyse
mit dem genome comparison tool Genlight (Beckstette et al.,, 2004)
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durchzufihren. Im Anschluss sollte versucht werden, die Orthologen der
hochkonservierten Insekten-GPCRs im Floh zu identifizieren. Bei der
erfolgreichen Klonierung eines neuen Gens stellt sich die Frage, ob dieses
tatsachlich bei einer Expression zu einem funktionellen Protein fuhrt. Daher
sollte ein geeignetes System etabliert werden, um die ersten GPCRs von C.
felis funktionell zu exprimieren und zu charakterisieren.

Es war geplant, mit einem der GPCRs eine chemoinformatische Analyse
durchzufihren, um Antagonisten zu identifizieren. Hierflr sollte ein dreidimen-
sionales Modell des GPCRs und ein ligandenbasiertes Pharmakophor-Modell
erstellt werden. Mit Hilfe dieser Modelle sollten virtuelle Substanzbibliotheken
durchsucht werden. Im Anschluss war vorgesehen, eine Selektion der Hit-
Substanzen in vitro zu testen und so die Analyse zu bestatigen.
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2.

2.1

2.1.1

Material und Methoden

Materialien

Gerate

Folgende Gerate und Materialen wurden von den angegebenen Quellen be-
zogen und in den beschriebenen Experimenten verwendet.
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Autoklav:

Binokulare:
Brutschrank:

Brutschrank fur die Zellkultur:
Bunsenbrenner:

Elektroporationsapparatur:

Gelektrophoreseapparatur:

Geldokumentationsapparatur:

Autoklavi Spa von Fedegari (Albuzza-
no, Italien)

Stemi 2000 von Zeiss (Wetzlar)

WTB Binder (Tuttlingen)

Memmert (Schwabach)

BBD6220 von Heraeus (Hanau)
Fireboy von Integra Biosciences
(Chur, Schweiz)

Gene Pulser Il von Bio-Rad
(MUnchen)

Capacitance Extender Plus von Bio
Rad (Munchen);

Pulse Controller Plus von Bio-Rad
(MUnchen)

Power Pac 300 BioRAD (Mulnchen)
Diagnostik ComPhor Gelektrophore-
se-System Mini und Midi von BIOzym
(Oldendorf)

Image Documentation & Analysis von
Raytest (Straubenhardt);

Drucker P91 von Mitsubishi (New
York, USA);

Bildschirm von Hitachi (Dusseldorf)
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Glasplatte mit poréser
Beschichtung zur
Feinverteilung von CO,

(Zur Betaubung von Fliegen):

Injektor zur Injektion von
Losungen:
Lichtquelle:

Mikrodismembrator (zur

Homogenisation v. Fliegen):

Mikromanipulator:

Mikropistill (autoklavierbar):
Mikroskop:

Mikroskop:

Mikrowelle:

Multipette:

Photometer:

Pipetten (2, 10, 100, 200,
1000 pl):
Schuttel-Inkubator fur
Bakterienkulturen:
Spectrophotometer:

Stahlkugeln:

Sterilbank:

Carbon  Dioxide  Staging von
Labscientific, Inc. (Fly Equipment;
Livingston, USA)

Femtodet von Eppendorf (Minchen)
KL 750 von Schott (Mainz)

KL 1500 electronic von Schott
(Mainz)

Mikrodismembrator S von Braun

MK1 von Singer (Watchet,
Grolbritannien)

Eppendorf (Munchen)

CK2 von Olympus (Hamburg)

IX70 von Olympus (Hamburg)
Micromat von Bosch (Stuttgart)
BRAND GMBH + CO KG (Wertheim)
Victor? v Wallac 1420 von Perkin
Elmer (Wellesley, USA)

Gilson (Middleton, USA)

Orbital Shaker von Forma Scientific
(Marietta, USA)

DU 640 von Beckman (Unterschleif3-

heim)

3 mm Durchmesser von Sartorius
(Géttingen)

LaminAir von Holten (Allerod, Dane-
mark);

HERAsafe von Heraeus Instruments
(Hanau)
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Thermocycler:

Thermomixer:

Tischzentrifugen:

UV-Tisch:

Vacusafe:
Vakuumpumpe:
Zentrifuge:

Fur die Oocyteninjektion:

2.1.2

Binokular:
Kapillarziehmaschine:

Kaltlichtquelle:
Mikroelectrode puller:

Mikromanipulator:

Okular mit Messskala:
Pneumatischer Injektor:

Gebrauchswaren

PTC-200 Peltier Thermal Cycler von
MJ Research (Waltham, USA);
PTC-225 Peltier Thermal Cycler von
MJ Research (Waltham, USA)
Thermomixer comfort von Eppendorf
(MUnchen)

Zentrifuge 5415R von Eppendorf
(MUinchen);

Microfuge 18 von Beckmann
(Unterschleil3heim)
UV-Transilluminator von INTAS
(Brussel, Belgien)

Integra Biosciences (Chur, Schweiz)
ASF Thomas (Wuppertal)

Evolution RC von Sorvall
(Langenselbold)

Leica GZ 6 (Leica, Bensheim)
Eingenbau (Werkstatt des
pharmakologischen Institutes)

KL 1500 electronic (Schott, Mainz)
PN-30 von Narishige (Tokyo, Japan)
M3301R (npi electronic GmbH,
Tamm)

Carl Zeiss (Jena, Oberkochen)
Transjector 5245 (Eppendorf, Min-
chen)

Folgende Gebrauchswaren wurden in den beschriebenen Experimenten ver-
wendet:
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Cellstar Zellkultur Schalen, 60

mm:

Cellstar Zellkultur Schalen,

100 mm:
Cellstar 6 well Platte:

Greiner (Nurtingen)

Greiner (Nurtingen)

Nunc (Wiesbaden)
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Gewebekulturplatte 24 well:
Glaskapillaren fur Oozyten:

Microloader zum Befiillen
von Glaskapillaren:
Nahtmaterial, chirurgisches:

Nadeln:

Kryo-Einfriergerat:

Kryoréhrchen zum Einfrieren
von Zellen:

Pasteur-Pipetten (Glas):
Petrischalen fur Bakterien:
Pipettenspitzen:
Plastikbecher zum Befullen mit
Futter fur die Haltung von
Fliegen:

Reaktionsgefalle (2,0 ml; 1,5
ml; 0,5 ml):
Reservoirschalen fur
Multipette:

Serologische Pipetten:
Spritzen:

Sterilfiler:

Thermo Tube (0,2 ml) fur PCR:
Zellkulturflaschen EasyFlask:

Greiner (Ndrtingen)
World Precision Instruments, Inc.
Sarasota, USA

Eppendorf (Munchen)

Vicryl® 2/0 (3-metric) V-6, resorbier-
bar Prolene® 3-0 usp (2-metric) V-7
(Ethicon, Johnson &Johnson)
Neolus Durchmesser: 0,6 mm
(Terumo, Somerset, New Jersey,
USA)

Qualifreeze (Qualilab, Olivet,
Frankreich)

Cryogenic Vial 2 ml Corning (New
York, USA)

VWR (Darmstadt)

Greiner (Nurtingen)

Gilson (Middleton, USA)

Greiner (Ndrtingen)

Eppendorf (Minchen)

Matrix (Hudson, USA)

Sarstedt (NUmbrecht)

Syrringe 20 ml und 2 ml (Terumo,
Somerset, New Jersey, USA)
Filter 0,2 uM (Schleicher & Schuell,
Dassel)

Abgene (Epsom Surrey, UK)

T25 und T75 (Nunc, Wiesbaden)
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2.1.3

Die Chemikalien waren, sofern erhaltlich, analysenrein. Alle nicht aufgefuhrten
Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Munchen), Serva (Heidelberg)

Chemikalien

und Merck (Darmstadt) bezogen.
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3-Aminobenzoesaure-
ethylester:

Bacillol:
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl- 3-D-
galaktosid (X-Gal):
(+)-Butaclamolhydrochlorid:
(+/-)-Chloro-APB Hydrobromid:
cis (Z)-Flupenthixoldihydro-
chlorid:

DMSO:

Domperidone:
Dopaminhydrochlorid:
dNTP-Lésung:

Formaldehyd (36,5-38%
Formalin):

Formamid:

Forskolin (Coleus forskohlii):
3-Isobutyl-1-methylxanthine:
Kaliumpermanganat:
L-(-)-Norepinephrinbitartratsalz
(Monohydrat):
Natriumhydroxid:
Natronlauge:

(+) Octopaminhydrochlorid:
Poly-L-Lysin:

Propanol:

R (+)-SCH-23390 hydrochlorid:

Serotonin (5-Hydroxytrypta-
mine):
Spiperone:

Sigma (Munchen)
Bode (Hamburg)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)

NEB (Beverly, USA) und Roche
(Mannheim)

Sigma (Munchen)
Riedel-de-Haen (Hannover)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)
Sigma (Munchen)
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TAE/TBE-Puffer (10x):
Tyraminhydrochlorid:

Applichem (Darmstadt)
Sigma (Munchen)

Fur die Herstellung des Standardnahrbodens fiir D. melanogaster:

214

Grafschafter Goldsaft:
Hefeflocken:

Maisgriel3:

Malzextrakt:

Nipagin (4-Hydroxibenzoe-
sauremethylester):
Propionsaure:

Sojamehl:

Stangen — Agar:

Reformhaus (Ingelheim)
Reformhaus (Ingelheim)
Reformhaus (Ingelheim)
Reformhaus (Ingelheim)
Sigma (Munchen)

Merck (Darmstadt)

Reformhaus (Ingelheim)
Freundlicherweise von der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. G. Technau,
Johannes Gutenberg Universitat
Mainz, Fachbereich Biologie zur
Verfligung gestellt.

Enzyme, Enzymsets, Primer und Vektoren

Folgende Enzyme, Enzymsets, primer und Vektoren wurden von den ange-
fuhrten Quellen bezogen und verwendet.

Alkalische Phosphatase (CIP):
Anti-CAT-Dioxigenin:

BD SMART RACE cDNA
Amplification Kit:

cAMP Biotrak Enzymimmuno-
assay:

Deoxyribonuklease |
Amplification Grade:
EndoFree Plasmid Maxi Kit:
Expressionsvektor fur
HEK293-Zellen:

Roche (Mannheim)
Roche (Mannheim)

BD Biosciences (Palo Alto, CA, USA)

Amersham Biosciences
(Buckingham-shire, UK)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Qiagen (Hilden)

pcDNAS3.1 (+) von Invitrogen (Carls-
bad, USA)
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Expressionsvektor flr
Oozyten:

Gel-Extraction-Kit:
Genomic DNA Kit:

Gentamycin-Losung

(50 mg/ml):

Kollagenase:

mMessage mMachine High
Yield Capped RNA
Transcription Kit:

Oligonukleotide (primer):
OneStep RT-PCR-Kit:
PCR-Purification-Kit:

Pellet Paint ™ Co-Precipitant:
PfuUltra High-Fidelity DNA
Polymerase:

Platinum Pfx- Polymerase:
Platinum Tag-Polymerase:
Platinum Taqg-Polymerase High
Fidelity:

Plasmid-Mini/Midi/ Maxiprep-
Kit:

PolyFect Transfection
Reagent:

Qiashredder:
Restriktionsendonukleasen:
Restriktionsendonukleasen:
RNAseOUT™:
RNeasy-Micro/Mini-Kit:

Super Script First-Strand
Synthesis System for RT-PCR:

pSP64T; Freundlicherweise zur
Verflgung gestellt von der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Ellen I. Closs der Johannes Guten-
berg Universitat.

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Roche (Mannheim)

Ambion (Huntingdon, Cambridge-
shire, UK)

MWG (Ebersberg)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Novagen (Madison, USA)

Stratagene (Cedar Creek Texas,
USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

New England BioLabs (Beverly, USA)

Roche (Mannheim)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
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T4 DNA Ligase:
TOPO TA — Cloning Kit:

Fur die Zellkultur:

2.1.5

Dulbecco’s PBS:

Foetal Bovine Serum:
L-Glutamin:

MEM Non Essential Amino
Acids:

Minimum Essential Medium
Eagle with Earl:
Penicillin-Streptomycin Losung
100.000 units/ml Penicillin und
100.000 pg/ml Streptomycin:
Trypsin-EDTA:

Puffer, Medien und Lésungen

New England BioLabs (Beverly, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Cambrex (Kopenhagen, Danemark)
PAN Biotech (Aidenbach)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Sigma (Munchen)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

In den meisten Fallen wurden die Lésungen mit doppelt deionisiertem und
autoklaviertem Wasser angesetzt. Alle Prozentangaben beziehen sich auf
Gewichts- pro Volumeneinheit. Bei Losungen, die als vielfach konzentrierte
Stammlosung angesetzt wurden, ist der Konzentrationsfaktor in Klammern
angegeben.

1 Kb Plus DNA Ladder von Invitrogen
(Carlsbad, USA):

Ampicillin-Lésung:

Auftragspuffer fir DNA (5x), pH 8,3:

20 ul DNA
40 ul Auftragspuffer
140 ul TBE

100 mg/ml

50% Glycerin

10 mM EDTA

0,445 mM Tris

0,1% Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol
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Auftragspuffer fur RNA-Proben, pH 8,0:

Ca®" -freier Puffer

Chloramphenicol-Losung:

dNTP-LOsung:

DTT:

EB-Puffer, pH 8,5:

EDTA, pH 8,0:

Lambda DNA/Hindlll Marker, 2
von MBI Fermentas (St. Leon-Rot):

LB-Agar:

Das Medium wurde mit deionisiertem
Wasser angesetzt und anschliel3end
autoklaviert. Nachdem das Medium auf
50°C abgekuhlt war, wurde dieses in
Plastikpetrischalen gegossen.

LB-Medium, pH 7,0:

Das Medium wurde mit deionisiertem
Wasser angesetzt und anschliel3end
autoklaviert.

34

50% Glycerin

1 mM EDTA

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

96 mM NaCl

2 mM KCI

1 mM MgCI2

5 mM Hepes (pH 7,6)

20 mg/ml in Ethanol

2 mM dATP
2 mM dCTP
2 mM dGTP
2mMdTTP

0,1 M Dithiothreitol
10 mM Tris-HCI
25 mM

100 pl DNA

300 ul TBE

100 pl Auftragspuffer

1000 ml LB-Medium
15 g Agar-Agar

10 g Tryptone
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

ad 1000 mi
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MgSO4Z

Natriumacetat, pH 6,5:
pH 5,2:
(jeweils eingestellt mit Essigsaure)

ND96

Puffer fur Formaldehyd-
Agarose-Gele (10x), pH 7,0:
Inkubation U.N. und anschlieliendes
Autoklavieren

Puffer fur RNA-Proben, pH 7,0:

RNAse-freies Wasser:
Inkubation U.N. bei RT und anschlieRend
1h Autoklavieren

TAE-Puffer (10x), pH 8,5 :

TBE-Puffer (10x), pH 8,3 :

50 mM

20 mM
3M

96 mM NaCl

2 mM KCI

1 mM MgCl; (* 6 H20)
1,8 mM CaCl; (* 2 H20)
2,4 mM Sodium Pyruvat
5 mM Hepes pH 7,6

200 mM MOPS (3-(N-
Morpholino)-propan-
sulfonsaure-Natriumsalz)
50 mM Na-Acetat

10 mM EDTA

0,1% DEPC

500 ul Formamid

100 ul 10 x Puffer far
Formaldehyd-Agarose-Gele
150 pl Formaldehyd

0,1 ml Diethylpyrocarbonat
(DEPC) auf 100 ml
Wasser bzw. Lsg.

400 mM Tris-Base
200 mM EDTA
20 mM Essigsaure

890 mM Tris-Base

890 mM Borsaure
200 mM EDTA
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TE-Puffer, pH 8,0: 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
Tris-Puffer, pH 8,5 : T™

(eingestellt mit konz.HCI)

X-Gal: 40 mg/ml 5-Brom-4-Chlor-3-
Indoyl-R-D-Galaktosid

2.1.6 Verwendete kompetente Bakterienstdmme

Folgende Escherichia coli Bakterienstamme wurden flr Transformationen von
Ligationsansatzen genutzt (aufgeflhrt in Tab. 2.1). Die Bakterienstamme
wurden kommerziell erworben und fur Transformationen verwendet. Darlber

hinaus wurden elektrokompetente Bakterien eigenstandig hergestellt (2.2.1.5).

Tab. 2.1. Fur Transformationen verwendete Bakterienstamme und ihre Herkunft.

E. coli-Stamm Herkunft
DH5a ,
Invitrogen
Top10
SURE Stratagene

2.1.7 Humane Dopamin-Rezeptoren

Die humanen Dopamin-Rezeptoren 1 und 5 (hD1 und hD5) im Expressions-
vektor pcDNA3 (Kassack et al., 2002) wurden freundlicherweise von Herrn PD
Dr. M.U. Kassack (Pharmazeutisches Institut der Universitat Bonn) zur Verfu-
gung gestellt.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Unter 2.2 werden molekularbiologische Methoden angefuhrt, die von
Sambrook und Russel (2001) beschrieben wurden.

2.2.1 Klonierungen

2.2.1.1 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

FUr die Charakterisierung, Isolierung und Linearisierung von DNA wurden
Restriktionsendonukleasen verwendet. Das erste dieser Enzyme wurde von
Hamilton Smith entdeckt. Sie spalten (verdauen) DNA an einer spezifischen
Stelle innerhalb einer Erkennungssequenz (Kelly und Smith, 1970; Smith und
Wilcox, 1970). Die Spaltung entspricht einer Hydrolyse der Phosphodiester-
bindung der DNA in beiden Strangen und erfolgt an Positionen, die
symmetrisch versetzt um das Zentrum der Erkennungssequenz gruppiert
sind. Meist sind die Erkennungssequenzen palindromische DNA-Sequenzen
einer zweizahligen Rotationssymmetrie, die vier bis sechs Basenpaare lang
sind. Dabei entstehen Restriktionsfragmente mit komplementaren Einzel-
strang-Enden von ein bis vier Nukleotiden Lange mit kohasiven Enden (sticky
ends). Bei einigen Endonukleasen erfolgt allerdings eine Spaltung mit
stumpfen Enden (blunt ends): Dies ist der Fall, wenn die Restriktionsschnitt-
stellen mit der zweizahligen Palindromachse zusammenfallen (Voet und Voet,
1994). Eine Enzymeinheit ist definiert als Menge einer Restriktionsendo-
nuklease, die innerhalb von 1 h bei optimaler Temperatur (meist 37°C) 1 pg
DNA komplett verdaut (Angabe nach Roche, Mannheim). Fir analytische An-
satze wurde maximal 1 pyg DNA mit der entsprechenden Restriktionsendo-
nuklease ad 20 pl fir 1 bis 2 h bei optimaler Reaktionstemperatur inkubiert.
FlUr praparative Ansatze kann auch Uber Nacht inkubiert werden. Wird ein
Verdau mit zwei Enzymen vorgenommen, kann die DNA mit beiden Enzymen
inkubiert werden, wenn die Puffer- und Temperaturbedingungen der Restrik-
tionsendonukleasen Ubereinstimmen. Ist dies nicht der Fall, missen die Ver-
daue nacheinander durchgefuhrt werden. Pufferbedingungen mussen fur den
zweiten Verdau angeglichen werden: entweder durch Aufreinigung des An-
satzes und Zugabe des zweiten Puffers oder durch Erganzung der eventuell
fehlenden Komponenten des ersten Puffers. Nach einem Restriktionsverdau
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wurden die DNA-Fragmente mittels Agarosegelelektrophorese (siehe
2.2.1.11) auf Grofde, Menge und Verunreinigungen kontrolliert.

2.2.1.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Nach dem Restriktionsverdau von DNA kdnnen einzelne Fragmente mit Hilfe
von Ligasen miteinander verknupft werden. Hierbei wird eine Phosphodiester-
Bindung zwischen einem 3’-Hydroxyl-Ende und einem 5’-Phosphat-Ende
einer doppelstrangigen DNA gebildet. Diese Reaktion wird von der DNA-
Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert (Weiss et al., 1968). In den meisten
Fallen besitzen die DNA-Fragmente zueinander komplementare uberhan-
gende Nucleotide (sticky ends). Allerdings konnen manche Restkriktionsen-
donukleasen auch glatte Enden (blunt ends) erzeugen, welche ebenfalls mit
Hilfe von Ligasen verknUpft werden kénnen.

Es wurden Ansatze mit einem Gesamtvolumen von 20 ul verwendet:

Bis zu 1 yg DNA wurde eingesetzt (das molare Verhaltnis von Vektor zu
Insert betrug bei vergleichbarer Lange ~ 1:3) 2 pyl 10 x T4 DNA Ligase Puffer
und 1 bis 5 Einheiten Ligase wurden ad 20 uyl zusammengegeben. Der Reak-
tionsansatz wurde Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Anschlielend wurde der
Ligationsansatz in einer Transformation eingesetzt (2.2.1.6).

2.2.1.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Vektor-DNA, die mit Hilfe eines Restriktionsenzymes linearisiert wurde, kann
durch Religation zirkularisieren. Um diesen Vorgang zu erschweren, kann das
DNA-Fragment mit einer alkalischen Phosphatase (2 units CIP= calf intestinal
alkaline phosphatase) behandelt werden (Sambrook und Russel, 2001). Das
Enzym kann direkt zum Restriktionsansatz hinzugeflgt werden. Die Inkuba-
tion betrug 30 min bei 37°C und anschliel3end 15 min bei 56°C. Nach der Zu-
gabe von einem weiteren Mikroliter Enzym wurde fur 30 min bei 37°C inku-
biert. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Dephosphorylierung des 5’-
Endes der doppelstrangigen DNA, wodurch eine Religation durch Bildung
einer Phosphodiester-Bindung verhindert wird.
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2.2.1.4 Klonierung von PCR-Produkten mittels Topoisomerasen

Es wurden pCRII-TOPO-Vektoren von Invitrogen (Carlsbad, USA) verwendet
(siehe Anhang). Diese Vektoren liegen linearisiert mit Desoxythymidin-Uber-
hangen vor. An diesen Enden ist die Topoisomerase des Vaccinia-Virus
kovalent gebunden (Shuman, 1991). Mit Hilfe eines solchen Vektors kdnnen
PCR-Produkte direkt in ein Plasmid kloniert werden. Die Tag-Polymerase fligt
an die 3’-Enden eines PCR-Produktes ein einzelnes, Uberhangendes Desoxy-
adenosin an. Dieses Fragment kann in den linearisierten pCRII-TOPO-Vektor
inseriert werden, der an seinen 3’-Enden ein einzelnes uberhangendes
Desoxythymidin besitzt. Durch Insertion des PCR-Produkts in den Vektor wird
die Topoisomerase entfernt (Shuman, 1994). Fur diese Klonierung wurde der
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Das Produkt
wurde in chemokompetente Bakterien transformiert (2.2.1.6) und auf eine LB-
Agarplatte mit geeignetem Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin)
ausplattiert. AnschlieBend wurden die unter dem Selektionsdruck gewach-
senen Kolonien einer Plasmidpraparation und Restriktionsanalyse unterzogen
(2.2.1.1), um zu uberprufen ob das PCR-Produkt korrekt in den Vektor einge-
fugt wurde.

2.2.1.5 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Die Vermehrung von elektrokompetenten Zellen zur Transformation wurde
nach Sambrook und Russel (2001) durchgefuhrt. Fur die Herstellung elektro-
kompetenter Zellen wurden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie der E. coli
Bakterien angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Schattler bei 200 Umin™
inkubiert. Mit dieser Kultur wurden 500 ml LB-Medium angeimpft und im
Schiittler bei 37°C und 200 Umin™' inkubiert, bis eine ODgy von 0,5 bis 0,6
erreicht war. Die optische Dichte gibt bei einer Wellange von A = 600 nm
Auskunft Uber die Anzahl der Zellen. Fir Transformationen sollte die E. coli-
Kultur nicht mehr als 102 Zellen/ml aufweisen. Dies ist bei den meisten E. coli-
Stammen bei einer ODggo von ~0,5 der Fall (Sambrook und Russel, 2001). In
gekuhlten Zentrifugenbechern wurde die Kultur mit der Sorvall-Zentrifuge
20 min, 1800 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 ml kaltem
10 mM Hepes gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, das Pellet wurde in 1,5 ml 10% Glycerin resuspendiert und
aliquotiert (jeweils 100 pl). AnschlieRend wurden die Zellen in flissigen Stick-
stoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.
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2.2.1.6 Transformation von Bakterien

Unter Transformation versteht man die Aufnahme freier DNA in Bakterien und
damit verbunden deren genetische Veranderung (Hanahan, 1983). Transfor-
mierbare Bakterien werden als kompetent bezeichnet. Die Transformation von
Plasmid-DNA in Wirtszellen dient der Amplifikation von neukombinierter DNA.
Die Transformation kann grundsatzlich durch Elektroporation bzw. durch
chemische Transformation erfolgen. Mit Hilfe eines Elektroporationsgerates
kénnen Pulse von elektrischen Feldern erzeugt werden. Diese kdnnen kleine
Poren in der Membran von E. coli hervorrufen, was eine Aufnahme von
Plasmid-DNA ermdglicht (Dower et al. 1988; Mercenier und Chassy, 1988).
Hierfur wurde ein Aliquot von elektrokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut.
Ein bis zwei Mikroliter des Ligationsansatzes wurden mit 40 pl Zellsuspension
vermischt und in eine gekuhlte Elektroporationskivette gegeben. Es ist darauf
zu achten, dass sich keine Luftblasen in der Klivette befinden. Die Elektroden
der Klvette wurden mit einem Tuch getrocknet und das Gefal® wurde in das
Elektroporationsgerat eingesetzt. Mit dem Capacitance ,Extender Plus von
Bio-Rad"“ wurde (Spannung: 2 kV, Widerstand: 200 Q, Kapazitat: 25 pF)
elektroporiert. Sofort nach der Elektroporation wurden 200 pl LB-Medium auf
die Zellen gegeben, anschlielRend wurden diese in ein Reaktionsgefald (15 ml)
dberfuhrt und 1 h bei 37°C ohne Zugabe eines Antibiotikums mit einem
Schiittelinkubator geschiittelt (300 Umin™"). Die 200 pl der Bakteriensuspen-
sion wurden auf LB-Agarplatten mit geeignetem Antibiotikum zur Selektion
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Wurde ein Vektor lediglich
retransformiert, so wurde die Bakteriensuspension mit Hilfe einer Impfose
verdunnt ausgestrichen. Die zweite Methode ist die Transformation chemisch
kompetenter Bakterien nach der Methode von Inoue et al. (1990). Chemisch
kompetente Zellen (40 pl einer Bakteriensuspension) wurden mit 2 bis 10 pl
des Ligationsansatzes zusammengegeben und gemischt. Nach einer Inkuba-
tion von 30 min auf Eis wurde die Bakteriensuspension fur 45 sec einem
Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Die Zellen wurden sofort wieder auf Eis
gestellt und mit 200 uyl LB-Medium resuspendiert. Eine weitere Inkubation des
Ansatzes erfolgte fur 1 h unter Schutteln bei 37°C ohne Zugabe eines Antibio-
tikums. AnschlieRend wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten mit einem
Antibiotikum ausplattiert bzw. mit einer Impfése ausgestrichen.

Die verwendeten Plasmide codierten flr Resistenzgene (z.B. Ampicillin-
Resistenzgen). Diese sind im Genom der kompetenten Bakterien (E. coli)
nicht vorhanden. Durch den Selektionsdruck des Mediums konnten nur
Bakterien wachsen, die Uber das entsprechende Plasmid verfugten. Mit jedem
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Teilungszyklus der Bakterien wurde jede Kopie des Plasmids und somit die
neukombinierte DNA repliziert. Damit verbunden wurde das Plasmid amplifi-
ziert und konnte durch geeignete Methoden (2.2.1.8) aufgereinigt werden.

Fir beide Methoden wurden Kontrollen durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Selektivitat der LB-Agarplatten mit Antibiotikum wurden Transformationen
ohne DNA und zur Uberpriifung der Transformationseffizienz mit Vektoren
bekannter Konzentrationen durchgefuhrt. Bei Ligationsansatzen (2.2.1.2)
wurde die Religationshaufigkeit des Vektors ermittelt, indem identische An-
satze ohne Insertions-DNA ausplattiert wurden.

2.2.1.7 Test auf Abbau von X-Gal (,Blau-Weil3-Selektion*)

Der Test auf Abbau von X-Gal durch Transformanten mit religiertem Vektor
dient dem Screening von Bakterienkolonien und wurde nach Sambrook und
Russel (2001) durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser Methode wurden Kolonien mit
religiertem Vektor von Konlonien mit integriertem Insert unterschieden. Hierfur
muss der bei der Klonierung verwendete Vektor zwei Voraussetzungen
erfullen:

1. Der Vektor besitzt eine Resistenz gegen Ampicillin oder ein anderes
geeignetes Antibiotikum, um eine Selektion auf erfolgreiche Transfor-
mation vornehmen zu konnen.

2. Die Insertionsstelle befindet sich in einem lacZ-Gen, welches fur -
Galaktosidase codiert. Das Enzym katalysiert die Umsetzung von 5-
Brom-4-Chlor-3-Indoyl-3-D-Galaktosid (X-Gal) in Galaktose und den
Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol, der die Kolonien blau farbt. Die
funktionstichtige R-Galaktosidase wird nur im Fall einer Religation
gebildet. Also erscheinen nur die Kolonien blau, die den religierten
Vektor besitzen. Weille Kolonien enthalten einen Vektor, in dem die f3-
Galaktosidase durch Aufnahme eines Inserts funktionsunfahig
geworden ist.

Mit dieser Methode lassen sich Religanten einfach von Kolonien unterschei-
den, die das klonierte Gen enthalten. Fur eine ,Blau-Weil3-Selektion“ wurden
80 pl X-Gal-Lésung auf einer LB-Agarplatte ausplattiert. Ferner kann dem
Medium Isopropylthiogalaktosid (IPTG) zugesetzt werden, welches als
Induktor fur die R-Galaktosidase dient und die Reaktion verstarkt.
AnschlieBend wurde der Transformationansatz (wie bereits unter 2.2.1.6
beschrieben) ausplattiert.
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2.2.1.8 Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA durch Chromotographie mit Hilfe von
Silikamembranen ist von Sambrook und Russel (2001) beschrieben worden.
Fir die Durchfihrung der Praparation sind von Qiagen Plasmid-Mini/Midi/
Maxi-Kits erhaltlich. Je nach Menge der flissigen Bakterienkultur wurde ent-
weder eine Mini- (3 ml), Midi- (50 ml) oder Maxipraparation (100 ml) durch-
gefuhrt. Zunachst wurden Bakterien unter alkalischen Bedingungen lysiert.
Das Lysat wurde neutralisiert. Bei hohen Salzkonzentrationen kann die DNA
an eine Silikagel-Membran adsorbieren. Durch Waschschritte wurde die DNA
aufgereinigt und konnte anschliel3end eluiert werden. Im Folgenden wird eine
Plasmid-Mini-Praparation beschrieben: Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurde
eine Bakterienkolonie von einer LB-Agarplatte abgehoben und in 3 ml LB-
Medium Uberflihrt (gegebenenfalls wurde zur Selektion ein Antibiotikum
zugesetzt). Die Kultur wurde Gber Nacht (37°C, 200 Umin™) im Schittler
inkubiert. Ein Volumen von 1,5 ml der Bakterienkultur wurden in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal® mit einer Tischzentrifuge (5 min, 16.000 g) zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 250 pl gekuhltem P1-Puffer resuspendiert. Anschlie3end
wurden 250 ul P2-Puffer zugegeben, was zur alkalischen Lyse der Zellen
fuhrt. Durch Hinzufigen von 350 pl N3-Puffer wurden Zelltrimmer und
genomische DNA gefallt und mittels Zentrifugation mit einer Tischzentrifuge
(16.000 g, 10 min) abgetrennt. Der Uberstand wurde auf eine Saule gegeben,
deren Silikamembran die Plasmid-DNA bindet. Die Saule wurde mit 750 ul
PE-Puffer gewaschen und die DNA mit 30 bis 50 pl EB-Puffer eluiert.

Eine Midi- bzw. Maxi-Praparation wurde wie folgt durchgefuhrt (Angaben in
Klammern beziehen sich auf die Maxi-Praparation): Es wurden 50 ml (100 ml)
LB-Medium (gegebenenfalls unter Zusatz eines Antibiotikums) mit einer
Bakterienkolonie oder mit 100 pl einer Bakteriensuspension (Ubernachtkultur)
angeimpft und ber Nacht (37°C, 200 Umin™") im Schittler inkubiert. Die
Bakteriensupsension wurde (5.500 g, 4°C, 15 min) abzentrifugiert und in 4 ml
(10 ml) Puffer P1 resuspendiert. Dann wurden 4 ml (10 ml) P2 zur alkalischen
Lyse zugegeben und nach 6-maligem Invertieren 5 min inkubiert. Nach
Zugabe von 4 ml (10 ml) gekuhltem Puffer P3 zur Prazipitation von
genomischer DNA, Proteinen, Zell Debris und SDS wurde der Ansatz auf den
Qiafilter Cartridge gegeben und fur 10 min inkubiert, damit sich das Prazipitat
an der Oberflache absetzen konnte. Wahrenddessen wurde das Qiagen-tip
100 (500) mit 4 ml (10 ml) Puffer QBT equilibriert. AnschlieBend wurde die
Ldosung aus dem Qiafilter Cartridge in das Qiagen-tip gedrickt, um die
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Bindung der Plasmid-DNA an das Saulenmaterial des Qiagen-tips zu
ermoglichen. Nachdem die gesamte Flussigkeit durch Gravitation durch das
Qiagen-tip geflossen war, wurde die Saule zweimal mit 10 ml (30 ml) QC
gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde mit 5 ml (15 ml) Puffer QF eluiert, mit
3.5 ml (10,5 ml) Isopropanol prezipitiert und (18.000 g, 4 °C, 30 min) ab-
zentrifugiert. Die pelletierte Plasmid-DNA wurde in 50 ul (100 pl) EB-Puffer
resuspendiert.

Bei einer Endotoxin-freien Plasmid-Maxi-Praparation fir die Verwendung der
Plasmide in der Zellkultur wurde die Losung nach der Filtration mit dem
Qiafilter Cartridge zusatzlich mit 2,5 ml ER-Puffer fur 30 min auf Eis inkubiert,
um Endotoxine zu entfernen. Die Elution vom Qiagen-tip erfolgt mit dem
Endotoxin-freien QN-Puffer. Die Ubrigen Schritte wurden entsprechend der
aufgefuhrten Maxi-Praparation durchgefuhrt.

Die so praparierte Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsverdauen (2.2.1.1)
und Gelelektrophorese (2.2.1.11) auf ihr Restriktionsmuster Gberpriuft und die
Konzentration wurde photometrisch bestimmt (2.2.1.10).

2.2.1.9 DNA-Prazipitation: Ethanolfallung

Eine Fallung von DNA kann genutzt werden, um DNA von Salzen und
Proteinen zu reinigen und sie durch Resuspension in einem geringeren
Volumen zu konzentrieren. Fur die Prazipitation wird Ethanol verwendet, da
dieses der DNA die Hydrathlille entzieht. Gegenionen wie Na* binden an die
negativ geladenen Gruppen der DNA, wodurch sich ein Prazipitat bilden kann
(Sambrook und Russel, 2001). Hierfir wurden zu 30 pl Ansatz 3 pl 3 M Na
Acetat (pH 5,2), 2 yl Pellet Paint von Novagen (Madison, USA) und 60 pl
Ethanol (absolut) zugegeben. Nach einer Inkubation von 2 min wurde das
Prazipitat mit einer Tischzentrifuge abzentrifugiert (18.000 g, 5 min). Der
Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen und das pinkfarbene Pellet
mit 90 pl 70% igem Ethanol gewaschen und mit einer Tischzentrifuge zentri-
fugiert (18.000 g, 5 min). Der Uberstand wurde erneut abgenommen und das
Pellet mit 3 Volumen 100% igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert
(18.000 g, 5 min). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das
Pellet an der Luft getrocknet. Ethanol muss unbedingt restlos entfernt werden,
allerdings darf das Pellet nicht zu lang getrocknet werden, da es sonst
schlecht resuspendiert werden kann. Die Resuspension erfolgte je nach
Anforderungen in 3 — 30 ul nuklease-freiem Wasser oder in EB-Puffer
(Qiagen, Hilden).

43



Material und Methoden

2.2.1.10Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Far Klonierungen ist es notwendig, die eingesetzten Mengen an Nukleinsaure
zu bestimmen. DNA absorbiert aufgrund der aromatischen Basen UV-Licht.
Die Absorption ist maximal bei einer Wellenlange von 260 nm. Delokalisierte
n-Elektronen der Basen kdonnen durch Energie dieser Wellenlange angeregt
werden und absorbieren Energie. Diese Eigenschaft von Nukleinsduren kann
zur Konzentrationsbestimmung nach dem Lambert-Beerschen Gesetz mit
Hilfe eines Photometers genutzt werden (Sambrook und Russel, 2001).

Lambert-Beersches Gesetz (Gonsior, 1994):
E=excxd

E = Extinktion
¢ = molarer Extinktionskoeffizient [Imol'ecm™]

¢ = Konzentration des absorbierenden Materials [mol/I]
d = Schichtdicke [cm]

Die Absorption ist zur Konzentration der absorbierenden Atome oder Molekule
und zur Schichtdicke proportional. Wenn die Schichtdicke gleich 1 cm ist, wird
die Extinktion als optische Dichte (OD) einer bestimmten Wellenlange A be-
zeichnet (Sambrook und Russel, 2001):

OD;L =egXC
Der molare Extinktionskoeffizient betragt bei 260 nm fur doppelstrangige DNA

6,6 Imol”'cm™ und fiir einzelstrangige DNA bzw. RNA 7,4 Imol'cm™. Mit Hilfe
dieser Angaben kann die DNA-Konzentration einer Losung berechnet werden.
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Es gelten folgende Zusammenhange (Sambrook und Russel, 2001):

ODg2eo = 1 = 50 uyg dsDNA/mI
ODgs0 = 1 = 40 ug ssDNA/m
ODg60 = 1 = 40 pug ssRNA/ml

2.2.1.11 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA und Gel-
extraktion

Die Auftrennung von DNA erfolgte mittels Agarosegelektrophorese (Sambrook
und Russel, 2001). Makromolekule wie DNA-Fragmente lassen sich in einem
elektrischen Feld mit Hilfe eines Agarosegels autrennen. Die Trennung erfolgt
nach Molekulgrofle als auch nach elektrophoretischer Beweglichkeit. DNA-
Fragmente wandern aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hangt u.a. von der Lange der Moleklle, der
DNA-Konzentration, der Agarose-Konzentration und der angelegten Span-
nung ab. Kleine Molekule passieren das Molekularsieb der Agarose schneller
als grol3e, wodurch eine Auftrennung erfolgt (Voet und Voet, 1994). Der ge-
wahlte Anteil der Agarose im Gel ist abhangig von der GroRe der DNA-
Fragmente, die aufgetrennt werden sollen (siehe Tab.2.2).

Tab. 2.2. Konzentration von Agarose in Agarosegelen zur gelelektrophoretischen
Auftrennung von DNA Fragmenten (nach Sambrook und Russel, 2001).

GrolRRe der linearen DNA-

Agarose [g/50ml] Fragmente (kb) fur
optimale Auftrennung
0,5 30 bis 1
0,7 12 bis 0,8
1,0 10 bis 0,5
1,2 7 bis 0,4
1,5 3 bis 0,2

Agarose wurde wahlweise in 1x TAE- oder 1x TBE-Puffer aufgekocht und mit
Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) versetzt (2 pl EtBr je 50 ml). Die auf ca.
60°C abgekuhlte Losung wurde in eine Gelkammer gegossen. Als Laufpuffer
dienten jeweils 1x TAE- bzw. 1x TBE-Puffer, mit dem das Gel in der Kammer
bedeckt wurde (Sambrook und Russel, 2001). Die DNA-Proben wurden mit
1/5 Volumen Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen gegeben. Die
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Gelelektrophorese wurde in einem Spannungsbereich von 15 bis 80 Volt
durchgefuhrt. Dabei gilt, dass die Auftrennung umso genauer erfolgt je
geringer die Laufgeschwindigkeit ist. Deshalb wurden praparative Agarose-
gelelektrophoresen generell bei geringer Spannung durchgefuhrt. Zur
Identifikation der Fragmentlangen der DNA wurde ein 1 Kb Plus DNA Ladder
von Invitrogen mit aufgetragen und aufgetrennt. Fir Mengenabschatzungen
wurde der Lambda DNA/Hindlll Marker,2 verwendet. Nach der Auftrennung
wurden die Agarosegele im UV-Licht bei 312 nm betrachtet. Ethidiumbromid
interkaliert in DNA und lasst die Fragmente fluoreszieren. Durch die UV-
Bestrahlung wird Licht der Wellenlange 560 nm emittiert.

FUr die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das
QIAquick Gel Extraction Kit verwendet. Hierfur wurde die Gelextraktions-
methode angewandt (Sambrook und Russel, 2001). Das DNA-Fragment
wurde mittels UV-abhangiger Fluoreszenz von interkaliertem Ethidiumbromid
identifiziert und mit einem Skalpell ausgeschnitten. In Abhangigkeit vom
Gewicht des Gelfragments wurde der chaotrope Puffer QG zugegeben
(Gewicht des Gelstiicks in mg x 5 entspricht dem Volumen des Puffers QG in
pl) und das Gelstuck bei 50°C in diesem Puffer aufgelost. Durch die Eigen-
schaften des Puffers konnte die DNA an die Silikamembran der Saule adsor-
bieren. Die Verunreinigungen wie Salze und Agarose konnten mit Hilfe des
Waschpuffers PE entfernt werden. Die Elution erfolgte mit EB-Puffer.

2.2.2 Amplifikation von DNA-Sequenzen

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA wurde die PCR (polymerase chain reaction;
Polymerasekettenreaktion) verwendet (Saiki et al., 1985). In einer PCR bindet
ein primer-Paar an beide Strange einer als Matrize bezeichneten DNA. Das
zwischen den primern liegende Fragment wird in einer Polymerase
abhangigen Reaktion amplifiziert. In einem zyklischen Prozess wird die DNA
hitzedenaturiert, die primer binden wahrend der Hybridisierung spezifisch an
jeweils einen DNA-Strang und schlieBlich werden die komlementaren
Nukleinsaure-Strange durch eine DNA-Polymerase synthetisiert. Mit jedem
Zyklus findet etwa eine Verdopplung der DNA-Menge im Reaktionsansatz
statt, d.h. die Amplifikation des gesamten Prozesses ist exponentiell. Durch
Verwendung von hitzestabilen DNA-Polymerasen (Platinum Pfx- Polymerase
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von Invitrogen und Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity ebenfalls von
Invitrogen, Carlsbad, USA) sind diese Enzyme auch im hitzedenaturierenden
Schritt stabil (Voet und Voet, 1994). Die PCR wurde zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten fur Klonierungen verwendet. Fur eine PCR wurden in der
Regel 5 pyl PCR-Puffer, 1 pl dNTP-Mix (10 mM), 2 pl MgSO4 (50 mM), jeweils
0,3 pl der primer (100 mM), 10 pg — 200 ng Matrizen-DNA und 1 pl DNA-
Polymerase mit Wasser ad 50 ul zu einem Ansatz zusammengeflgt.

Bedingungen:

95°C 2 min
94°C 30 sec Denaturierung
X°C 30 sec Hybridisierung ¢~ 40 X

68°C 1 min pro kb  Synthese

68°C 10 min

X°C entspricht der annealing-Temperatur der primer, zur Berechnung siehe
2222

AbschlieRend wurde der Ansatz mittels Agarosegelelektrophorese auf Grolde,
Menge und Verunreinigungen analysiert, bevor das Produkt in weiteren
Reaktionen eingesetzt wurde.

2.2.2.2 Bestimmung der Annealing Temperatur fir PCR Primer

Die Schmelztemperatur T, wurde von der Firma MWG, Ebersberg anhand
des GC-Gehaltes kalkuliert:

o Die Schmelztemperatur von primern mit bis zu 14 Nukleotiden wurde
nach der Methode von Suggs et al. (1981) und Thein et al. (1986)
berechnet. Wobei (A + T) die Summe der Adenin- und Thyminreste im
Oligonukleotid und (G + C) die Summe der Guanin- und Cytosin-Reste
im Oligonukleotid sind:

Tn(in°C)=2(A+T)+4(G+C)
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o Die Schmelztemperatur von primern mit mehr als 14 Nukleotiden
wurde nach der von Sambrook und Russel beschriebenen Methode
(2001) berechnet. Wobei GC% der Gehalt an Guanin- und Cytosin-
Resten im Oligonukleotid in Prozent und n die Anzahl der im primer
enthaltenen Nukleotide ist:

Tm =69,3°C + (0,41 x GC%) — 650/n

Das PCR-Produkt wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.1.11)
auf Grolke, Menge und Verunreinigungen kontrolliert. Anschlieiend wurde die
DNA-Matrize in einer Transkriptionsreaktion eingesetzt.

2.2.2.3 DNA-Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma GATC, Konstanz durchgefuhrt.
Die Reaktionsansatze wurden entweder manuell oder mit einem
Pipettierrobotor (Hamilton Microlab Star) fur die Sequenzierung vorbereitet.
Die Analyse der aufgereinigten Reaktionsansatze wurde entweder auf dem
ABI 3730xI DNA Analyzer oder dem ABI 3100 Genetic Analyzer von Applied
Biosystems (Foster City, USA) durchgefuhrt. Grundlage der Sequenzierung
war die Didesoxynukleotidmethode (Sanger et al., 1977).

2.2.3 Herstellung von genomischer DNA und cDNA

2.2.3.1 Gewinnung von genomischer DNA aus D. melanogaster

Zur Gewinnung von genomischer DNA aus D. melanogaster wurde ein von
Qiagen (Hilden) vertriebenes Kit (Genomic DNA Kit) verwendet. Es wurden 20
mg, d.h. ca. 15 Wildtyp-Fliegen (OreR) in flissigem Stickstoff schockgefroren
und anschlieRend mit Hilfe eines Eppendorf-Mikropistills in 2 ml Puffer G2
mechanisch homogenisiert. Das Homogenisat wurde mit 100 ul Protease
versetzt, gemischt und anschlieend fir zwei Stunden bei 50°C inkubiert. Der
verwendete Puffer G2 lysiert den Zellkern und denaturiert Proteine wie
Nukleasen, Histone und virale Partikel. Die Protease verdaut die denaturierten
Proteine in kleine Fragmente. Die Kombination von Puffer G2 und Protease
gewahrleistet, dass alle an die DNA gebundenen Proteine zur Aufreinigung
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der genomischen DNA abgeldst werden. Die im Puffer G2 enthaltene RNase
A bewirkt eine Degradierung von RNA, die spater Uber die Saule entfernt wird.
Nach der zweistlindigen Inkubation wurde das Homogenisat fur 10 Minuten
bei 2300 g und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, gemischt
und auf eine Saule gegeben. (Die Saule bestent aus einem
Anionenaustauscherharz, an das die genomische DNA bei niedrigen Salzkon-
zentrationen bindet). Die genomische DNA auf der Saule wurde dreimal mit 1
ml Puffer QC gewaschen. Auf diese Weise konnten RNA, Proteine und Verun-
reinigungen geringen Molekulargewichts entfernt werden. Eine zweimalige
Zugabe von 1 ml Puffer QF, der eine hohe Salzkonzentration besitzt, bewirkte
die Elution der genomischen DNA, die anschliel3end durch Zugabe von 1,4 mi
Isopropanol prazipitiert wurde. Nach Zentrifugation bei mindestens 2300 g bei
4°C far mindestens 15 Minuten wurde das entstandene Pellet mit 1 ml 70%
Ethanol gewaschen. 70% Ethanol bewirkt eine Entfernung von prazipitierten
Salzen. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 100 uyl EB-Puffer aufgenommen
und bei 55°C flr eine Stunde geldst.

2.2.3.2 Praparation von RNA aus adulten FIohen und Fliegen

Die Praparation von RNA aus adulten Fl6hen erfolgte nach der Methode von
Han et al. (1987) mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen. Fur die Praparation
von RNA aus C. felis wurden Fléhe in flissigem Stickstoff tiefgefroren, um die
Tiere zu toten. Fur den weiteren Umgang mit den gefrorenen Flohen mussten
alle Gerate mit einer Natrium-Hypochlorit-Losung (10%ig) und einem RNase
Away Spray (Molecular BioProducts, San Diego, USA) behandelt werden, um
DNA- und RNase- Kontaminationen zu verhindern. Die FIohe wurden in einen
Morser gegeben und unter Zugabe von flussigem Stickstoff aufgeschlossen.
Etwa 50 mg des Flohmaterials wurden in ein Eppendorf Reaktionsgefald
gegeben. Anschlieend wurden 600 pl RLT-Puffer zugegeben und die Probe
wurde geschuttelt. RLT-Puffer enthalt Guanidinisothiocyanat, welches stark
denaturierend wirkt und so RNasen inaktiviert. Das Homogenisat wurde mit
einer Tischzentrifuge bei 16.000 g flr eine Minute zentrifugiert und
anschlieBend auf einen QIAshredder (Qiagen, Hilden) gegeben. Durch
erneutes Zentrifugieren wurde das Homogenisat mit Hilfe der Saule von den
unloslichen Bestandteilen der Flohe getrennt. Der Durchfluss wurde nochmals
fir 3 min bei 16.000 g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen fir
nachfolgende Schritte. Ein Volumen von 600 pl 70 %igem RNase-freiem
Ethanol wurde zugeflgt. Das Gemisch wurde auf eine RNeasy-Saule gege-
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ben und fir 1 min bei 16.000 g zentrifugiert, damit die RNA an die Membran
binden konnte und Kontaminationen abgeschieden wurden. Die Probe wurde
durch Waschen mit 700 yl RW1-Puffer und 2 x 500 pl RPE-Puffer gereinigt
und mit 30 bis 50 yl RNAse-freiem Wasser eluiert. AbschlieRend wurde die
Konzentration der RNA mittels photometrischer Messung bestimmt und mit
einer Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese auf Menge und Verunreinigun-
gen kontrolliert (siehe 2.2.3.3).

Bei der RNA-Praparation von Fliegen wurden die Tiere anders
aufgeschlossen: Etwa 30 Fliegen wurden mit flissigem Stickstoff schockge-
froren und anschlielend mit 6 Stahlkugeln (Durchmesser: 3 mm) und 600 pl
RLT-Puffer in einem Microdismembrator bei 2500 Bewegungen pro Minute fur
2 min geschuttelt. Anschlie3end wurde bei 16.000 g fur 2 min zentrifugiert und
der Uberstand wurde auf einen QlAshredder (Qiagen, Hilden) gegeben. Alle
ubrigen Schritte wurden wie bei der RNA-Praparation von Fléhen
durchgefuhrt.

2.2.3.3 Formaldehyd-Agarose Gel fir RNA-Proben

RNA-Rroben kénnen - mit Formamid behandelt - in Agarosegelen elektropho-
retisch aufgetrennt werden. Die Methode wurde nach Lehrach et al. (1977),
Goldberg (1980) und Rosen et al. (1990) durchgefuhrt, siehe auch Sambrook
und Russel (2001). Zur Uberpriifung von RNA-Proben auf einem Agarosegel
sind besondere Bedingungen notwendig, um einen Abbau der einzelstrangi-
gen RNA durch RNasen zu verhindern. Fur ein solches Gel wurden 1,2 g
Agarose, 10 ml 10 x Formaldehyd-Gel Puffer ad 100 g mit RNAse freiem
Wasser aufgekocht und auf 65°C abgekuhlt. Anschlielend wurden 1,8 ml
12,3 M Formaldehyd zugesetzt und das Gel wurde in eine Gelkammer
gegossen. Nach der Polymerisation des Gels wurde das Gel mit 10 x
Formaldehyd-Gel Puffer beschichtet. Ein Volumen von 3 ul Probe wurde mit 9
pl Puffer fur RNA-Proben, 1,2 ul Auftragspuffer fuir RNA und 0,3 pl
Ethidiumbromid versetzt und in eine Tasche des Gels gegeben. Die Auftren-
nung im elektrischen Feld erfolgte bei 100 V. Mit Hilfe eines UV-Transillumi-
nators (312 nm) wurde die aufgetrennte RNA zur Fluoreszenz angeregt und
konnte so betrachtet werden.
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2.2.3.4 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem SUPERSCRIPT™ First Strand
Synthesis System for RT-PCR von Invitrogen. Es wurden 10 pl DNase-
verdaute RNA (2.2.3.2) mit 1 yl dNTP-Mix und 1 yl Oligo dT-primer versetzt
und 5 min bei 65°C inkubiert. Oligo-dT-primer bestehen aus 16-20
Thymidinen, die an den Poly-A-Schwanz der mRNA binden. Anschlielend
erfolgte die Zugabe von 2 ul 10x RT Buffer, 4 yl 25 mM MgCly, 2 yl 0,1 M
DDT und 1 pl RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor. Nach zweiminutiger
Inkubation bei 42°C wurde SuperScript Il Reverse Transkriptase (RT) zuge-
setzt. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine modifizierte Reverse
Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase) aus dem Moloney murine
leukemia virus (MMLV-RT). Die SuperScript™ besitzt im Vergleich zu MMLV-
RTs ein hoheres Temperaturoptimum und keine RNaseH-Aktivitat mehr.
Diese Eigenschaften ermdglichen die Herstellung deutlich langerer
Transkripte. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42°C fur 50 min, die
anschlieBende Termination der Reaktion bei 70°C fur 15min. Durch die Zu-
gabe von 1 pl RNaseH konnte die anfangs eingesetzte RNA entfernt werden.
Die auf diese Weise hergestellte cDNA wurde mit Hilfe des Pellet Paint™ Co-
Precipitant Kits von Novagen gefallt und deren Konzentration abschlieRend
photometrisch bestimmt.

2.2.4 ldentifikation und Klonierung unbekannter Orthologer

2.2.4.1 cDNA library von C. felis

Fir die degnerierte nested PCR und die Klonierung der Gene Uber die
gesamte Lange wurde eine cDNA library von der Firma Life Technologies
(Maryland, USA) verwendet.

FUr die Herstellung dieser cDNA library wurde Gesamt-RNA von C. felis
verwendet, welche anschlieBend in cDNA Uberfihrt wurde. Die cDNA-
Sequenzen wurden dann in den Vektor pCMVSPORTG6 kloniert. Die library
wurde amplifiziert und praparariert:

100 ml LB-Medium wurden mit 3 ml Bakteriensuspension (2,27 x 108 cfu) der
Firma Life Technologies (Maryland, USA) angeimpft und bei 37°C und 200
Umin™" im Schttler inkubiert, bis eine optische Dicht von 1 erreicht war. An-
schliefend wurde die Bakterienkultur fir 15 min bei 6000 g abzentrifugiert.
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Das Pellet wurde in einer Maxi-Praparation (Qiagen, Hilden) (2.2.1.8) aufge-
arbeitet und in 400 pl EB-Puffer aufgenommen.

2.2.4.2 Design degenerierter Primer

Fir die ldentifikation unbekannter orthologer Gene aus einem nicht sequen-
zierten Genom kdnnen keine spezifischen primer verwendet werden, weil die
Sequenz nicht exakt bekannt ist. Deshalb werden degenerierte primer ver-
wendet, da diese diverse Varianzen in einer DNA-Sequenz berucksichtigen.
Zunachst wird ein alignment zwischen Proteinsequenzen verschiedener
Organismen des gesuchten Gens erstellt, wobei immer Proteinsequenzen
verwendet werden. Der Vergleich von Proteinsequenzen ergibt meist eine
héhere Konservierung als der Vergleich von DNA-Sequenzen, da z.B. ein
Codon in Genen verschiedener Spezies durch die Degenerierung des geneti-
schen Codes oder durch Art-spezifische codon usage unterschiedlich sein
kann, aber die Translation zur gleichen Aminosaure in den Proteinen fuhrt.

Stark konservierte Sequenzabschnitte bieten sich flr das Design von primern
an, allerdings muss neben dem Konservierungsgrad zwischen den Sequen-
zen auch der Degenerierungsgrad berucksichtigt werden. Eine Aminosaure
kann - wie bereits erwahnt - durch mehrere verschiedene Basentripletts
codiert werden, z.B. wird Serin durch sechs verschiedene Codons determi-
niert. Aminosauren, die von mdglichst wenigen Codons bestimmt werden, z.B.
Methionin und Tryptophan eignen sich besonders fur das Design
degenerierter primer. Fur den Degenerierungsgrad der Aminosauren siehe
Tabelle 2.4. Ein alignment muss also auf den Konservierungsgrad und den
Degenerierungsgrad hin betrachtet werden, um geeignete Bereiche fur dege-
nerierte primer festzulegen. Fur den Dopamine Rezeptor | von A. gambiae, D.
melanogaster und A. mellifera wird das Design der degenerierten primer
beispielhaft gezeigt: Das alignment (Abb. 2.1) zeigt die Bereiche, flr die
primer hergestellt wurden. Die Herstellung des primers, der in der Abbildung
mit einer 1 gekennzeichnet ist, wird hier beispielhaft beschrieben (siehe Tab.
2.3). Die Aminosauresequenz wurde zunachst zurlck Ubersetzt in die
Basentripletts (fur die Buchstabencodierung siehe Tab. 2.5). Die Buchstaben,
welche fur mehrere Basen verwendet werden, wurden auch bei der Bestel-
lung der primer angegeben. Die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) stellt in
diesem Fall ein primer-Gemisch her, das alle Varianten der Oligos enthalt. Um
den Grad der Degenerierung eines primers zu quantifizieren, wird jedem
Buchstaben die Anzahl der Basen, fir die er codiert, zugewiesen und die
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Ziffern werden miteinander multipliziert. Fir den Beispiel-primer wirde die
Degeneration 4 x 2 x 4 = 32 betragen. Ein degenerierter primer sollte eine
Degeneration von 150 nicht Uberschreiten, da er dadurch zu unspezifisch
wurde und in einer PCR zu viele unspezifische Produkte gebildet wirden. Um
den Degenerierungsgrad zu verringern, kann fur ein N die Base Inosin einge-
setzt werden. Diese kann mit Uracil, Cytosin und Adenin paaren (Knippers,
2006). Am 5’- und 3’- Ende eines primers sollte darauf geachtet werden, dass
keine mehrfach codierenden Buchstaben eingesetzt werden, um die Bindung
der primers an das template wahrend der PCR nicht unnétig zu erschweren
(Mahlhardt, 2003).

Tab.2.3. Rickibersetzung der Sequenz des Primers 1 aus Abb. 2.1.

M T F A G \% N Aminosaure
ATG ACN TTY GCN GGN GTN AAY Rickiubersetzung
ATG ACN TTY GCI GGN GTI AA Endgultiger Primer
4 2 4 Degeneration

Die Tabelle zeigt die Vorgehensweise beim Design eines degenerierten primers: eine
Aminosauresequenz maoglichst hoher Konservierung und méglichst geringer Degenerie-
rung wird zurtick-Ubersetzt in die korrespondierende Nukleotidsequenz unter Beriicksich-
tigung der Degenerierung. Der Buchstabe N, der fir alle vier Basen codiert, wird an
einigen Stellen durch ein Inosin ersetzt, um die Degenerierung zu begrenzen. Am Anfang
und am Ende eines degenerierten primers werden variable Buchstaben entfernt. Die
Degeneration ergibt sich aus den ibrigen Buchstaben im primer, die nicht eindeutig sind.
Der endglltige Degenerierungsgrad ergibt sich aus der Multiplikation der einzelnen
Werte: 4 x 2 x 4 = 32.
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Tab.2.4. Degenerierter genetischer Code.

Aminosaure Codons Koi?lleerr;eitér Anzahl Codons

A Alanin (Ala) GCN NGC A
C Cytein (Cys) TGY RCA C
D Aspartat (Asp) GAY RTC D
E Glutamat (Glu) GAR YTC E
F Phenylalanin (Phe) TTY RAA F
G Glycin (Gly) GGN NCC G
H Histidin (His) CAY RTG H
I Isoleucin (lle) ATH DAT I

K Lysin (Lys) AAR YTT K
L Leucin (Leu) YTN NAR L
M Methionin (Met) ATG CAT M
N Asparagin (Asn) AAY RTT N
P Prolin (Pro) CCN NGG P
Q Glutamin (GIn) CAR YTG Q
R Arginin (Arg) MGN NCK R
S Serin (Ser) WSN NSW S
T Threonin (Thr) CAN NGT T
Vv Valin (Val) GTN NAC Vv
w Tryptophan (Trp) TGG CCA w
Y Tyrosin (Tyr) TAY RTA Y
* Stop TRR YYA *

Die Tabelle zeigt den Grad der Degenerierung der Codons, die flir Aminosauren codieren
und wurde fir das Design der degenerierten primer verwendet. Methionin und
Tryptophan werden nur ber ein Basentriplett bestimmt und sind damit fiir das primer
Design besonders gut geeignet. Siehe auch http://www.bioinformatics.vg/genetic
code.shtml

Tab.2.5. Buchstabencodierung.
Abk. M R W S Y K \% H D B N

Basen AC AG AT CG CT GT ACG ACT AGT CGT ACGT

Quelle: http://www.mwg-biotech.com und http://www.biocinformatics.vag/geneticcode.shtml
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AmDopRI
DmDopRI1
AgDopRI

AmDopR1
DmDopRI1
AgDopRI

AmDopR1
DmDopR1
AgDopR1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopR1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopRI

AmDopR1
DmDopRI1
AgDopRI

AmDopR1
DmDopR1
AgDopR1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopR1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopRI

---------------------------------- MILSQNNLTDGKE-—————————————
GNHTSGSTGFSTNSTLLDADHLPLQLTTAKVDLDIEIDIQLLTNGYDGTTLTSFYNESSWT

________________ TFVS IAIYTERSLRR

NDLLGYWVFGPRFC LDRYIH
AGVNDLLGYWIFGAQFCD MDRY IH
AGVNDLLGYWIFGAQFCD LDRYIH

TMHIII

IKDPLRYGRWVTRR GLHRANEP---VVLDDSKEEHPTC
IKDPLRYGRWVTRR GIHRPDQP---LIFEDNGKKYPTC
IKDPLRYGRWVTRR DLHRDKRDKTDTSLKINGIKYETC
ALDLTP
ALDLTP
ALDLTP

————————— DQPENT VAIYTDRGLRRIGN
NASEMDT IVGEEPEPLSLVS LAIYTERSLRR

RLYCYAQKHVKS IRAVTKLPDTSMA---KSFV
RLYCYAQKHVKS IKAVTRPGEVAEKQRYKSIR
RLYCYAQKHVKSIRAVTRPGEISEK-RYRSIR

TMHV
e e
RKVHATKPPKPQTK-TKPTSPYHVSDHKAAI SYCKTCI
RPKNQPKKFKVRNL-HTHSSPYHVSDHKAAV AAFCKTCI
RPKSSKNKLKLRQLAHTASSPYHVSDHKAAI AFCKTCI
TMHVI
e e <mm——
SGR NTEFREAFKRILTKGARARGNQPSTSECGEFRSVV
GGQTFK NKEFRDAFKR ILTMRNPWCCAQDVGN IHPRNSDRF
GQQTFKVL NTEFREAFKRILTSRSSWCCGQEMGN1YPRSSDRY
TMHVII
VQKRNGSMIECNISPRSSADSCQVGIMAQRHRDTIVSAI : 402
ITDYAAKNVVVMNSGRSSAELEQV--——=-——————— SAI : 511
VTDYAAKN-VVMNSGRSSADLEQV--—-—=—=———— SAl : 375

Abb. 2.1. Alignment der Dopamin-Rezeptoren | von A. gambiae (Ag),
melanogaster (Dm) und A. mellifera (Am) fur das Design von degenerierten
Primern. Der Konservierungsgrad wird Uber die Farbe der Aminosauren angezeigt: rote
Reste = Uber alle Sequenzen konserviert, blaue Reste = in zwei Sequenzen konserveiert,
schwarze Reste = keine Konservierung. Die Transmembran-Helices (TMH) sind durch
graue Schattierungen markiert und die Regionen flr die degenerierten primer werden
durch Pfeile Giber der Sequenz angegeben. Im Text wird beispielhaft beschrieben wie der
primer, der mit einer 1 gekennzeichnet ist, hergestellt wurde.
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2.2.4.3 Degenerierte nested PCR

Die degenerierten primer wurden in nested PCRs eingesetzt. In einer solchen
,verschachtelten® PCR wird eine erste PCR durchgefuhrt und das Produkt
wird als template fur eine zweite Amplifikation mit anderen primern verwendet.
Das zweite primer-Paar liegt dabei zwischen dem ersten (Abb. 2.2). Durch
diese Methode wird die Spezifitat erhdht und es werden weniger uner-
wulnschte Nebenprodukte amplifiziert. Es kdnnen extrem geringe template-
Mengen nachgewiesen werden (Mulhardt, 2003). Z.B. wurde mit den primern
deg_Primer2R und deg_Primer5F (siehe Anhang) die erste PCR und mit den
primern deg_Primer3F und deg_Primer10R (siehe Anhang) eine zweite PCR
fur den CfDopRI durchgefuhrt. Als template wurde die cDNA library (2.2.4.1)
verwendet.

sP2 AP2
2.PCR
ANEERN NIRRT IR EEANNd

Abb. 2.2. Prinzip einer nested PCR. Fir eine nested PCR wird zunacht eine erste PCR
mit einem aul3eren primer-Paar (sense-primer, SP1 und antisense-primer, AP1) durch-
gefihrt. Das Amplifikat der ersten PCR dient in einer zweiten PCR mit einem zweiten
inneren primer-Paar (sense-primer, SP2 und antisense-primer, AP2) als template.
(Quelle: Mihlhardt, 2003)
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Nach folgendem Beispiel wurden die Ansatze erstellt:

1. PCR:

MgCl,

Puffer

dNTP

Hzo

Taq

primer jeweils
template

1,5 pl
5ul
1l
39 pl
0,5
0,5 ul
2 ul

Dieser Ansatz wurde zwei Mal erstellt, um zwei verschiedene annealing-
Temperaturen verwenden zu konnen. Folgendes Programm wurde im
Thermocycler genutzt:

94°C 2 min

94°C 0,5 min

45°C/50°C 0,5 min 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C forever

AnschlieRend
durchgefuhrt:

MgCl;

Puffer

dNTP

Hzo

Taq

primer jeweils
1. PCR

wurde eine 2. PCR mit folgendem Ansatz und Programm

1,5 pl
5ul
1l
39 i
0,5 pl
0,5 pl
2 ul
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94°C 2 min

94°C 0,5 min

50°C 0,5 min 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 10 min

4°C forever

Der gesamte Ansatz der zweiten PCR wurde auf ein praparatives Agarosegel
aufgetragen und die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.1.11).
Konnten Banden der erwarteten GroRe identifiziert werden, so wurden diese
mittels Gelextraktion (2.2.1.11) isoliert und in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert
(2.2.1.4) und anschlieRend sequenziert und bioinformatisch analysiert.

2.2.4.4 Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

Fur die Amplifikation der 3’- und 5’-Enden der unbekannten Gene wurde das
BD SMART RACE cDNA Amplification Kit (BD Biosciences, Palo Alto, CA,
USA) verwendet. Durchfuhrung des 3’-RACE: Zunachst wurde mit RNA von
C. felis (2.2.3.2) und einem modifiziertem Oligo-dT-primer des Kits (3'-RACE
CDS primer A) cDNA fur die Amplifikation von 3’-Enden hergestellt. Der Oligo-
dT-primer besitzt zusatzlich eine 5-Uberhangende Sequenz von 23 Basen.
Die PCR wird mit einem genspezifischen primer (GSP) und einem universal
primer A Mix durchgefuhrt. Der primer-Mix des Kits enthalt einen langen und
einen kurzen universal primer. Lediglich der lange universal primer besitzt die
revers komplementare Sequenz, welche wahrend der cDNA-Synthese
angehangt wurde. Dieser fugt erneut eine Sequenz an den neu synthetisierten
DNA-Strang an und ermdéglicht im nachsten Zyklus die Bindung des kurzen
primers, der genau zu dieser Sequenz passt (siehe Abb. 2.3). Das Einfligen
von Sequenzen mit Hilfe von Uberhdngen an den primern erhoht die Spezifitat
bei der Amplifikation (Muhlhardt, 2003).
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Doppelstrangiges 3’-RACE Fragment

Abb. 2.3. Herstellung einer 3'-RACE-cDNA und anschlieBende RACE-PCR. Mit RNA
von C. felis und dem BD SMART RACE cDNA Amplification Kit wurde 3'-RACE-cDNA
hergestellt. Diese wurde anschlieRend in einer RACE-PCR eingesetzt, um die 3’-Enden
der unbekannten Gene zu identifizieren. (Quelle: BD SMART RACE cDNA Amplification
Kit).
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Durchfuhrung des 5-RACE: Am 5’-Ende einer eukaryotischen mRNA befindet
sich kein Poly-A-Schwanz, sondern eine andere Modifikation. Hierfur wird das
5-Triphosphatende einer neu entstehenden mRNA modifiziert: Durch
Hydrolyse wird zunachst ein Phosphatrest entfernt. Das 5-Diphosphatende
greift dann ein a-Phosphoratom eines GTP an und bildet eine sehr unge-
wohnliche 5',5-Triphosphatbindung. Dieses charakteristische Ende wird als
Cap (,Kappe“) bezeichnet. Caps tragen zur Stabilitat der mRNAs bei, indem
sie deren 5’-Ende vor Phosphatasen und Nucleasen schitzen (Berg et al.,
2003). Diese Modifikation kann allerdings nicht zur Bindung eines primers
verwendet werden. Deshalb muss zu Beginn der 5’-cDNA-Synthese zunachst
auf einen Oligo-dT-primer zuruckgegriffen werden. Am Ende der Synthese
des cDNA-Strangs hangt die verwendete BD PowerScript Reverse
Transcriptase (Variante der Moloney murine leukemia virus reverse
transciptase) drei bis funf Basen Cytosin an. Dadurch kann in den weiteren
Synthese-Zyklen ein primer des Kits Uber Guanin-Reste binden. Dieser primer
fugt eine weitere Sequenz an. Diese zusatzliche Sequenz am 5-Ende der
RACE-cDNA wird in der PCR vom langen universal primer zur Bindung
genutzt. Analog zur 3'-RACE-PCR fuhrt der lange universal primer erneut eine
Sequenz ein, an die der kurze universal primer im nachsten Synthesezyklus
binden kann. Zusammen mit einem genspezifischen primer (GSP) kann so
das 5-Ende eines Gens amplifiziert werden (siehe Abb. 2.4) (Muhlhardt,
2003).
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Abb. 2.4. Herstellung einer 5’-RACE-cDNA und anschlieBende RACE-PCR. Mit RNA
von C. felis und dem BD SMART RACE cDNA Amplification Kit wurde 5-RACE-cDNA
hergestellt. Diese wurde anschliel3end in einer RACE-PCR eingesetzt, um die 5-Enden
der unbekannten Gene zu identifizieren. (Quelle: BD SMART RACE cDNA Amplification
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AnschlieRend an eine erste 5’- bzw. 3'-RACE PCR kann eine zweite nested
PCR durchgefuhrt werden. Im BD SMART RACE cDNA Amplification Kit ist
ein nested universal primer A enthalten. In Kombination mit Gen-spezifischen
nested primern kann eine erhohte Spezifitat fur die RACE-PCR erreicht
werden.

Fir die Herstellung von RACE-cDNA wurden folgende Ansatze pipettiert:

5'-RACE-cDNA:

700 ng RNA
1 ul 5 CDS primer
1 ul BD SMART Il A Oligo

3’-RACE-cDNA:

700 ng RNA
1yl 3-RACE CDS primer A
1yl HyO

Mischen durch Auf- und Abpipettieren.
Inkubation: 70°C fur 2 min und anschlieRend 4°C fur 2 min
Anschlieend wurde der Ansatz auf Eis gestellt.

Zugabe von:

2 ul 5 x First-Strand Buffer

1yl DTT (20 mM)

1yl dNTP Mix

1 ul  BD Power Script Reverse Transcriptase

Mischen durch Auf- und Abpipettieren.

Inkubation: 42°C fir 1,5 h

AnschlieRend wurde der Ansatz in 100 ul Tricine-EDTA-Puffer verdunnt und
bei 72°C fur 7 min inkubiert.
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PCR-Anséatze:

345u  HO

10 pl Puffer

2 ul dNTP Mix

2 ul Polymerase

2,5yl RACE cDNA

5 ul universal primer Mix

1 ul Spezifischer primer (10 yM)
Programm:

94°C 3 min

94°C 0,5 min

63°C 0,5 min 29 Zyklen
72°C 3 min

72°C 5 min

4°C forever

Zweiter PCR-Ansatz:

Verdinnung von 0,5 pl des ersten PCR-Ansatzes in 12,5 pl Trincine-Puffer.

345 HO

10 pl Puffer

2 ul dNTP Mix

2 ul Polymerase

5 ul des verdunnten ersten PCR-Ansatzes
5 ul nested universal primer Mix

1 ul Spezifischer primer (10 uM)

63



Material und Methoden

Programm:

94°C 3 min

94°C 0,5 min

63°C 0,5 min 20 Zyklen
72°C 1 min

72°C 5 min

4°C forever

Der Reaktionsansatz der zweiten PCR wurde auf ein praparatives 1%iges
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.1.11). Banden
der erwarteten Grof3e wurden aus dem Gel extrahiert (2.2.1.11) und in den
pCRII-TOPO-Vektor kloniert (2.2.1.4) und anschlie®end sequenziert (2.2.2.3).

2.2.4.5 In silico Analyse der Sequenzen aus degenerierter nested PCR
und RACE-PCRs

Die Sequenzen der degenerierten nested PCR und der RACE-PCRs wurden
mit Hilfe von Vector NTI Advance version 9.0 (Invitrogen, Carlsbad, USA) auf
uberlappende Bereiche untersucht und zu einer Sequenz zusammengelegt.
Es wurde ein open reading frame (ORF) vorhergesagt und die Sequenz des
potentiellen neuen Gens wurde naher untersucht: Es wurde eine Blast
Analyse (Altschul et al.,1990) mit der Software Metalife Trinity 2006 version
2.2 durchgefuhrt. Im Fall einer positiven Analyse — wenn die Best Hits einen
orthologen Dopamin-Rezeptor eines Insekts wie z.B. A. mellifera, D. melano-
gaster oder A. gambiae ergaben — wurde die Sequenz weiter auf Trans-
membran-Helices (TMH) (2.3.1) untersucht. Enthielt die Sequenz die fir
GPCRs typischen sieben Transmembran-Helices, wurden primer entworfen,
die fur die Amplifikation des gesamten Gens mittels PCR geeignet waren.

2.2.4.6 Identifikation fehlerfreier Gensequenzen
Bei der Amplifikation von Sequenzen durch PCR konnen Fehler entstehen,

dann entspricht das Amplifikat an einigen Stellen nicht mehr dem template.
Deshalb muss bei der Identifikation neuer Gensequenzen darauf geachtet
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werden, dass die Sequenzen in mehreren unabhangigen Ansatzen bestatigt
werden.

Fur den CfDopRI und CfDopRII wurden neben den nested-PCR-Ansatzen und
RACE-PCR-Ansatzen mehrere unabhangige PCRs zur Amplifikation des
Gens Uber die gesamte Lange angesetzt. Hierfur wurde sowohl cDNA als
auch die cDNA-library (Life Technologies; Maryland, USA) von C. felis
verwendet. Die Sequenzen wurden in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert und
anschliel’end sequenziert. Alle Sequenz-Informationen wurden mit Vector NTI
Advance Version 9.0 von Invitrogen (Carlsbad, USA) in einem contig zusam-
mengelegt und ausgewertet. Mittels dieser Vorgehensweise wurden die feh-
lerfreien Sequenzen ermittelt und in allen Experimenten wurden nur Klone mit
diesen fehlerfreien Sequenzen verwendet.

2.2.4.7 Klonierung des Dopamin-Rezeptors | und Il von C.felis

Mit den primern, die im Anhang (primer fur die Klonierung des CfDopRI und
CfDopRII Uber die gesamte Lange) angegeben sind, wurden PCRs durchge-
fuhrt und die Dopamin-Rezeptoren | und Il wurden Uber die gesamte Lange
amplifiziert und anschlieend kloniert.

Der CfDopRI wurde in den Vektor pCRII-TOPO kloniert. Um den CfDopRI in
den pSP64T umzuklonieren, wurden primer mit Bglll-Uberhdngen (siehe
Anhang) in einer PCR verwendet. Das Amplifikat wurde in den pSP64T
einkloniert. Der CfDopRI wurde anschliel’end aus dem pCRII-TOPO-Vektor in
den pcDNAS3.1(+) umkloniert. Hierfir wurden die Restriktionsschnittstellen
EcoRV und Spel des pCRII-TOPO-Vektors und die Restriktionsschnittstellen
EcoRV und Xbal des pcDNA3.1(+) verwendet. Da die Enzyme Spel und Xbal
den gleichen 5-Uberhang (5-CTAG) erzeugen, konnten die erzeugten sticky
ends miteinander ligiert werden.

Da primer mit iberhangenden Restriktionschnittstellen fir Bglll zur Klonierung
des CfDopRIlI verwendet wurden, wurde dieser Rezeptor zunachst in den
pSP64T und parallel in den pCRII-TOPO-Vektor kloniert. Uber die EcoRlI
Schnittstellen des pCRII-TOPO-Vektors wurde der Rezeptor in den
pcDNA3.1(+) eingebracht.
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2.2.4.8 Klonierung des Dopamin-Rezeptors Il von D. melanogaster

Der DmDopRII (Feng et al., 1996) wurde mit primern, die Uberhange fiir Bcll-
Schnittstellen besalRen (siehe Anhang), mittels PCR aus cDNA von D. mela-
nogaster amplifiziert. Das Restriktionsenzym Bcll erzeugt den gleichen 5'-
Uberhang (5-GATC) wie Bglll. Da der DmDopRII eine interne Bglll-Schnitt-
stelle besitzt, wurde das PCR-Fragment mit den Bcll-Uberhiangen mit Bcll
verdaut und in den zuvor mit Bglll linearisierten pSP64T einkloniert.

Um den DmDopRII in den pcDNA3.1(+) zu klonieren, wurde eine PCR mit
primern mit einem EcoRI-Uberhang fiir den forward primer und einem Notl-
Uberhang flr den reverse primer (siehe Anhang) und der proof-reading
Polymerase Pfu durchgefuhrt. Das PCR-Fragment wurde in den pcDNA3.1(+)
kloniert und durch Sequenzierung wurde bestatigt, dass keine Fehler durch
die PCR eingeflihrt wurden.

2.3 Bioinformatik
2.3.1 Bioinformatische Analysen

Fir den Vergleich groRerer Sequenzdatensatze wurde die Software Genlight
(Beckstette et al., 2004) verwendet. GPCR Sequenzen von D. melanogaster
stammen von der Flybase (batch download from http://flybase.bio.indiana.
edu/; Brody und Cravchik, 2000). Zusatzlich wurden GPCRs von A. gambiae
(Hill et al, 2002) und genomische Sequenzen von Aedes aegypti
(www.ensemble.org; Aedes_aegypti. AEDES1. august.pep _tigr.fa und
Aedes_aegypti. AEDES1.august.pep_vector base.fa), A. gambiae (www.
ensemble.org; Anopheles_gambiae.A gamP3-feb.pep.fa), A. mellifera (www.
ensemble.org; Apis_mellifera. AMEL 2.0.feb.pep.fa), Bombyx mori (http://
silkworm.genomics.org.cn; SW_ge2k BGF.pep) und von D. melanogaster
(www.ensemble.org; Drosophila_ melanogaster.BDGP4. feb.pep.fa) verwen-
det.

Die Vorhersage von Transmembran-Helices wurde mit dem TMHMM server
Version 2.0 (http://www. cbs.dtu.dk/services/TMHMM/; Krogh et al., 2001)
durchgefuhrt. Alignments wurden mit ClustalW Version 1.82 (http://www.ebi.
ac.uk/clustalw/; Thompson et al., 1994) erstellt und mit der Software GeneDoc
Version 2.6.001 editiert. Blast-Suchen wurden auf der Internetseite des
National Center for Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.
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nim.nih.gov/BLAST/; Altschul et al.,1990) bzw. mit der Software Metalife
Trinity 2006 Version 2.2 durchgefuhrt.

Phylogenetische Stammbaume wurden ebenfalls mit der Software Metalife
Trinity 2006 Version 2.2 (Metalife AG, Winden) erstellt. Identitaten und contigs
zwischen verschiedenen Sequenzen wurden mit Vector NTI Advance Version
9.0 von Invitrogen, Carlsbad, USA (Score Matrix BLOSUM®62) bestimmt.

2.4 Zellkultur

2.4.1 Humane embryonale Nierenzellen

Humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells; HEK293
von der European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) wurden als
zellulares Expressionssystem flr die Dopamin-Rezeptoren von C. felis ausge-
wahlt. Die Kultivierung von HEK-Zellen wurde bereits 1950 erstmals beschrie-
ben. John Enders, Frederick Robbins und Thomas Weller von der Harvard
Universitat untersuchten den Polio-Virus in verschiedenen humanen embryo-
nalen Nierenzellen. Dafur wurde ihnen der Nobel-Preis fur Medizin im Jahre
1954 verliehen (Robbins et al., 1950).

2.4.2 Medium

Als Medium wurde Minimum Essential Medium Eagle with Earl (MEM von
Sigma, Minchen) mit folgenden Zusatzen verwendet:

e 10 % Foetal bovine serum (PAN Biotech, Aidenbach)

e 5% L-Glutamine 200 mM (100x) liquid (Invitrogen, Karlsruhe)

e 5% Penicillin-Streptomycin Lésung (10.000 units/ml Penicillin und
10.000 pg/ml Streptomycin von Invitrogen, Karlsruhe)

e 5% MEM Non Essential Amino Acids (100x) liquid (Invitrogen,
Karlsruhe)

Zum Waschen der Zellen wurde der Puffer DPBS (PAN Biotech, Aidenbach)
verwendet. Alle Angaben entsprechen den Empfehlungen der European
Collection of Cell Culture (http://www.ecacc.org.uk).
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2.4.3 Kultivierung

FUr die Kultivierung von HEK293 Zellen wurden Cellstar Zellkultur Schalen
(Greiner, Nurtingen) mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet. Die Zellen
wurden zweimal wochentlich passagiert: Zunachst wurde das alte Medium
abgesaugt und die Zellen wurden mit 10 ml DPBS (PAN Biotech, Aidenbach)
gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA
(Invitrogen, Karlsruhe) flr 2 min inkubiert. Dieses Reagenz wurde abgesaugt
und die Zellen wurden mit Medium suspendiert. Dabei wurde das Volumen
der Zelldichte angepasst. In neuen Zellkulturschalen wurde Medium vorgelegt
und die Zellsuspension wurde zugefugt. Insgesamt betrug das Volumen der
neuen Schalen immer 10 ml mit einer Zelldichte von 10 bis 10° Zellen pro
ml. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Alle Angaben
entsprechen den Empfehlungen der European Collection of Cell Culture
(http://www.ecacc. org.uk).

2.4.4 Transiente Transfektion

Fiar die Transfektion von HEK293-Zellen wurde das PolyFect Transfection
Reagent (Qiagen, Hilden) verwendet. Das Reagenz assembliert DNA in
kompakte Strukturen, wodurch das Einfihren von Nucleinsauren in die Zellen
optimiert wird. Der PolyFect-DNA-Komplex besitzt insgesamt eine positive
Ladung, um eine Bindung an negativ geladene Rezeptoren (z.B. mit
Sialinsaure verknupfte Glycoproteine) auf der Oberflache von eukaryotischen
Zellen zu ermdoglichen. In der Zelle puffert das Reagenz das Lysosom nach
der Fusion mit dem Endosom und fuhrt so zu einer pH-abhangigen Inhibition
der lysosomalen Nucleasen. Dies sichert die Stabilitat des PolyFect-DNA-
Komplexes und den Transport der intakten DNA in den Nucleus (Qiagen
Handbuch).

Etwa 24 h vor der Transfektion wurden die HEK293-Zellen subkultiviert.
Entweder wurden 10 cm Zellkulturschalen (Greiner, Nurtingen) mit einer Zell-
zahl von 10° oder Zellkulturflaschen EasyFlask T75 (Fisher Scientific,
Schwerte) mit 10™2 Zellen verwendet. Die Subkultivierung verbessert die Auf-
nahme des Komplexes, da dadurch ein normaler Zellmetabolismus gewahr-
leistet wird. Am Tag der Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz von 60
bis 80% besitzen. Altes Medium wurde von den Zellen abgesaugt und neues
Medium zugegeben. Es wurde folgendes Reaktionsgemisch vorbereitet
(Tab.2.6):
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Tab. 2.6: Reaktionsgemisch zur Transfektion von HEK293-Zellen

PolyFect
N MEM ohne i
Kulturgefan DNA [pg] . Transfection
Zusatze [ul]
Reagent [ul]
Zellkulturschalen 8 ad 300 80
Zellkulturflaschen 16 ad 600 160

Das Reaktionsgemisch wurde fur 5 bis 10 min bei RT inkubiert, damit sich der
Komplex zwischen PolyFect Transfection Reagent und DNA bilden konnte.
Anschlieend wurde 1 ml (flr die Zellkulturschalen) bzw. wurden 2 ml (flr die
Zellkulturflaschen) Medium mit Zusatzen zugegeben. Nach Mixen durch
Pipettieren wurde das Gemisch zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden 24
h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.45 Passage der transient transfizierten HEK293-Zellen

Um die Zellen nicht UbermafRig zu schadigen, wurde das Transfektionsge-
misch 24 h nach Zugabe entfernt. Die HEK293-Zellen wurden mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA (Inkubation: 2min bei RT) sowie Medium
von der Zellkulturschale bzw. —flasche abgeldst. Die Zellzahl wurde mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt (Lindl, 2002). AnschlieRend wurden
die Zellen in eine 24 well Platte ausgesat, wobei in jedes well die gleiche
optimierte Zellzahl gegeben wurde. Da sich gezeigt hat, dass die Zellen keine
ausreichende Adharenz in den wells besitzen, wurden die 24 well Platten vor
Zugabe der Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Hierfir wurden 0,5 ml Poly-L-
Lysin-Losung (Sigma, Munchen) in jedes well gegeben. Nach einer Inkubation
von 30 min bei RT wurde die Losung entfernt und die wells wurden drei mal
mit 0,5 ml sterilem Wasser gewaschen und anschlieRend unter der Sterilbank
getrocknet. Diese Malinahme fuhrte zu einer ausreichenden Haftung der
HEK293-Zellen, um diese waschen und mit den jeweiligen Versuchslosungen
inkubieren zu kdnnen. Eine Anzahl von 10° Zellen wurde jeweils in ein 24 well
gegeben. AnschlielRend wurde die Platte fur 24 h bei 37°C und 5% CO; inku-
biert, damit die Zellen sich absetzen und an die Platte adharieren konnten.
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2.4.6 Kontrolle der Transfektionseffizienz

Mit Hilfe des Vektor-Konstruktes CAT-pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Carlsbad,
USA) und des Anti-CAT-Digoxigenin Systems (Roche, Mannheim) kann die
Transfektioneffizienz von HEKZ293-Zellen Uberprift werden. Das Enzym
Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) kommt nicht in Saugerzellen vor
und wird als Reporter-Protein flr Transfektion-Experimente von HEK293-
Zellen verwendet. Mit Hilfe eines polyklonalen Antikdrpers des Schafs kann
die Expression der CAT nachgewiesen werden.

247 Stimulation der HEK293-Zellen

Eine 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) Lésung (Sigma, Minchen) wurde mit
dem Puffer DPBS (PAN Biotech, Aidenbach) in einer Konzentration von
100 pM hergestellt. Die Zellen wurden zunachst zwei Mal mit dieser Losung
gewaschen und anschliefend mit 0,5 ml dieser Losung fur 15 min bei 37°C
und 5% CO; inkubiert, um zelleigene Phosphodiesterasen mit dem Inhibitor
IBMX am Abbau des entstehenden cAMPs zu hindern. Alle Losungen des
naturlichen Liganden Dopamin und der Antagonisten wurden mit 100 yM
IBMX-PBS-L6sung angesetzt. Sollten Antagonisten getestet werden, so
wurden nach dem Absaugen der IBMX-Losung Antagonisten-Losungen der
jeweiligen Konzentration zugegeben und die Zellen wurden zusatzlich 15 min
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand von den
Zellen abgesaugt. Nach der Zugabe von Dopamin-Losungen verschiedener
Konzentrationen in die jeweiligen wells wurde ebenfalls 15 min bei 37°C und
5% CO; inkubiert. Sollten keine Antagonisten getestet werden, so wurden die
Dopamin-Losungen direkt zugefugt.

2.4.8 Bestimmung der cAMP-Konzentration

Mit Hilfe eines cAMP Enzymimmunoassays (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) wurde der cAMP-Gehalt der Zellen bestimmt. Das
Prinzip des Assays beruht auf einer kompetitiven Bindung von markiertem
bzw. unmarkiertem cAMP. Hierfur sind die wells einer 96 well Platte mit einem
donkey anti-rabbit Immunglobulin beschichtet, welches einen Antikdrper rabbit
anti-cAMP binden kann. Im Laufe der Reaktion werden die unbekannten
Proben mit unmarkietem cAMP sowie ein cAMP-Peroxidase-Konjugat

70



Material und Methoden

zugeflgt. Das unmarkierte und das markierte cAMP konkurrieren um die
freien Bindungsstellen des Antikdrpers. Nach sorgfaltigem Waschen wird das
Substrat 3,3,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)/Wasserstoffperoxid
zugegeben. TMB kann nur durch Peroxidase in einen blauen Komplex umge-
setzt werden, der bei einer Wellenlange von 630 nm photometrisch bestimmt
werden kann. Das heil3t, je mehr unmarkiertes cAMP in einer Probe enthalten
ist, desto weniger cAMP-Peroxidase-Konjugat kann an den Antikorper binden.
Dieses wird im ungebundenen Zustand durch Waschen von der Platte ent-
fernt. Je niedriger der Gehalt an markietem cAMP desto schwacher die
Blaufarbung der Probe (Abb. 2.5). Die Reaktion kann mit 1 M Schwefelsaure
abgestoppt werden, wobei der blaue Komplex in einen gelben Komplex
zerfallt, welcher bei 450 nm quantifiziert wird.

Feste Assay Standard

Phase Reagenz oder Probe Substrat
donkey rabbit A//V cAMP-Peroxidase

a”t"< <a”“' E +| T™™B
Rabb;

o CAMP™ w2 CAMP l
Well

Abstoppen der Reaktion
und Messung der OD

Abb. 2.5. Prinzip des cAMP-Assays. Die Methode basiert auf der Konkurrenzreaktion
zwischen unmarkiertem cAMP und Peroxidase-markiertem cAMP um eine limitierte
Anzahl an Bindungsstellen eines cAMP-spezifischen Antikorpers.

Nach der Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Losungen wurden die
Uberstande abgesaugt und 500 pl (fiir DopRII) bzw. 750 pl (fir DopRI) Lysis
Puffer 1B, enthalten im cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay System
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK), wurden zugeflgt. Die Zellen
wurden in diesem Puffer suspendiert und 10 min bei 200 Umin™ geschiittelt.
In den Assay wurden 100 ul dieser Suspension eingesetzt. Im Laufe der
Reaktion wurden 100 pl Antiserum (Inkubation: 2 h bei 4°C) und 50 pl des
Peroxidase-Konjugats (Inkubation: 1 h bei 4°C) zugegeben. Anschlie3end
wurde der Uberstand entfernt und jedes well vier Mal mit 400 pl des Wasch-
puffers gewaschen. Nach Zugabe des Substrats (TMB/Wasserstoffperoxid)
wurde die Platte 1 h bei 200 Umin™ und RT geschiittelt. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden 100 ul einer 1 M Schwefelsaure zugegeben. Anschlieend
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wurde die Absorption bei 450 nm bestimmt. Es wurde eine Standardkurve mit
dem Non-Acetylation-Standard des Kits in Konzentrationen von 12,5; 25; 50;
100; 200; 400; 800; 1600 und 3200 fmol cAMP pro well erstellt. Anhand dieser
Kurve konnten die absoluten cAMP-Konzentrationen der Proben bestimmt
werden. Neben den Proben und den Werten fur die Standarkurve wurden ein
Null-Standard und eine Bestimmung von nicht-spezifischer Bindung (NSB)
durchgefuhrt. Fir den Null-Standard wurden 100 ul des Lysis Puffers 1B in
ein well pipettiert. Ansonsten wurde der Null-Standard behandelt wie alle
anderen Proben auch. Fur den NSB-Wert wurden 100 pl des Lysis-Puffers 1B
und 100 ul des Lysis-Puffers 2B in ein well pipettiert und kein Antiserum
zugefugt. Alle nachfolgenden Schritte fur den NSB-Wert entsprechen den der
anderen Proben. Die Absorptionswerte wurden sowohl fur die Standardkurve
als auch fur die Proben in den Wert %B/B umgerechnet. Dafur wurde
folgende Formel verwendet:
Standard/Probe OD — NSB OD

%B/Bg = x 100
0-Standard OD — NSB OD

249 Einfrieren von HEK293 Zellen

HEK293-Zellen verandern sich zunehmend mit ansteigender Passagen-
Anzahl, sie altern. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der Passagen immer
dokumentiert und die Zellen wurden nicht langer als 20 bis 30 Passagen flr
Versuche verwendet. HEK293-Zellen kénnen eingefroren werden und bei
Bedarf aufgetaut werden. Zum Einfrieren sollte eine 10 cm Zellkulturschale zu
80% konfluent bewachsen sein und die Zellen sollten sich noch in der
Wachstumsphase befinden. Mittels Trypsin-EDTA und Medium wurden die
Zellen von der Platte gewaschen und anschliefend bei 150 g fur 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen
wurden in 1 ml Medium mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, Minchen)
resuspendiert und in ein Kryoréhrchen (Corning, New York, USA) gegeben.
DMSO verhindert die Kristallbildung innerhalb und auf3erhalb der Zelle sowie
die partielle Dehydration des Cytoplasmas, indem sie das Zellwasser ersetzt
und bindet. Das Rohrchen wurde in eine mit Propanol geflllte Einfrierbox
(Kryo-Einfriergerat von Qualilab, Olivet, Frankreich) gegeben und fur
mindestens vier Stunden auf -80°C gestellt. AnschlieRend wurden die Zellen
im flissigen Stickstoff gelagert (Lindl, 2002).
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2.4.10 Auftauen

Far das Auftauen von HEK293-Zellen wurden die Kryorohrchen (Corning,
New York, USA) aus dem flussigen Stickstoff genommen und auf Eis gestellt.
Das Rohrchen wurde mit einem Tuch, das mit Ethanol getrankt war,
abgerieben und kurz mit dem Bunsenbrenner abgeflammt. In ein 15 ml Falcon
wurden 10 ml Medium (mit Zusatzen) vorgelegt. Mit 2 ml des vorgelegten
Mediums wurde die gefrorene Zellsuspension aufgenommen und in das
Falcon gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen flr 5 min bei 100 g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen wurden in
10 ml Medium (mit Zusatzen) resuspendiert und in eine Zellkultur Schale mit
10 cm Durchmesser gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO..
Nach drei bis vier Tagen konnten die Zellen dann wie bereits beschrieben
(siehe 2.4.3) passagiert werden.

2.5 Oozyten von Xenopus laevis als Expressionssystem

2.5.1 Expression in Oozyten von Xenopus laevis

Der sudafrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis wird in der Entwicklungs-
biologie als Modell-Organismus verwendet. Die Weibchen besitzen sehr
grolle Oozyten. In den letzten Wachstumsstadien der Oogenese sind die
Oozyten etwa 1 mm grol}, weshalb sich diese im Vergleich zu anderen Zellen
einfach handhaben lassen. Sie dienen als Expressionssystem fur
verschiedene lonenkanale, Transportproteine und Rezeptoren.

2.5.2  Praparation von Oozyten

Der Frosch wurde ca. 25 min in eiskaltem Wasser mit 0,1% 3-Aminobenzoe-
saureethylester anasthesiert. Neben der betaubenden Wirkung von 3-Amino-
benzoesaureethylesters bewirkte auch die niedrige Temperatur der Losung,
dass die Sensorik des Frosches herabgesetzt wurde. Der anasthesierte
Frosch wurde mit dem Rucken auf eine mit Eis gefullte Wanne gelegt. Die
Haut und die Bauchwand wurden mit Hilfe einer sterilen Schere fir 1 cm an
der Seite des Abdomens geodffnet. Ein Teil der Ovarien wurde mit einer
sterilen Pinzette aus der Bauchhéhle entnommen und sofort in Ca®* -freien
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Puffer Gberfuhrt. AnschlieRend wurden die Bauchwand mit resorbierbarem
und die Haut mit nicht resorbierbarem, sterilem chirurgischem Nahtmaterial
zugenaht. Nach der Operation wurde der Frosch so in ein Wasserbecken
gesetzt, dass sich die Nasenoffnungen oberhalb der Wasseroberflache
befanden. Das Tier wurde so lange beobachtet, bis die Narkose nachgelas-
sen hatte und das Tier sich eigenstandig Uber Wasser halten und Luft holen
konnte. Um einer Infektion der Wunde vorzubeugen, wurden einige Koérner
Kaliumpermanganat zur Wunddesinfektion dem Wasser zugegeben.

Die Ovarienstlicke wurden mit einer Schere grob zerkleinert und in ein 15 ml
Falcon (iberfiihrt. Die Oozyten wurden vier Mal mit Ca** -freiem Puffer
gewaschen und anschlielend mit Kollagenase A behandelt, um Follikelzellen
zu entfernen und die Oozyten zu vereinzeln. Kollagenase A wird aus
Clostridium hystolyticum gewonnen und ist ein Enzym, welches Peptidbin-
dungen zwischen Prolin und anderen Aminosauren spaltet. Somit sind diese
Proteasen auch in der Lage Kollagen abzubauen. Da Calcium Proteasen
aktiviert, wirde eine Behandlung mit Kollagenase in Anwesenheit von
Calcium die Oozyten zerstdren (Goldin, 1992), daher wurde die Kollagenase-
l6sung (2 mg/ml) in Ca?* -freiem Puffer hergestellt und vor der Anwendung
durch einen 40 pm Filter filtriert. Die Oozyten wurden fur etwa 30 min bei RT
in der Kollagenasel6sung unter leichtem Schutteln inkubiert. Zur Entfernung
der Kollagenase wurden die Oozyten 15 mal mit Ca?* -freiem Puffer
gewaschen. Danach wurden die Oozyten in ND96-Puffer Gberflhrt. Unter dem
Lichtmikroskop wurden Reifestadien V oder VI (siehe Abb. 2.6; Dumont,
1972) ausgesucht und in eine Petrischale mit ND96 gegeben. Bevor die
Oozyten mit cRNA injiziert wurden, wurden diese uber Nacht bei 4°C aufbe-
wahrt. Oozyten kénnen bis zu einer Woche nach der Praparation verwendet
werden.
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Abb. 2.6. Oozyten von X. laevis in verschiedenen Reifestadien (Smith et al., 1991).
Einteilung der Oozyten Reifestadien nach Dumont, 1972. Fir die cRNA-Injektion wurden
Oozyten des Reifestadiums V oder VI ausgewahlt. Der schwarze Balken unten rechts
entspricht 500 pm.

Die Frésche wurden freundlicher Weise von der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dr. Ellen I. Closs der Johannes Gutenberg Universitat zur Verfigung gestellt.

2.5.3 Darstellung von copy RNA (cCRNA)

Die Herstellung von copy RNA (cRNA) erfordert moglichst RNAse-freies
Arbeiten. Es wurden RNAse-freie Gefalte (Eppendorf, Minchen), Pipetten-
spitzen (Gilson, Middleton, USA) und DEPC behandeltes Aqua bidest.
verwendet. Daruber hinaus wurde ausschlieRlich mit Handschuhen gearbeitet,
um eine Kontamination mit den RNasen der menschlichen Haut zu
verhindern.
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Abb. 2.7. Vektor pSP64T zur Herstellung von cRNA. Der Vektor wurde von Krieg und
Melton 1984 beschrieben. Herkunft des Bildes: http://faculty.washington.edu/rtmoon/

vectors.php

Der Vektor pSP64T (Abb. 2.7) ist ein SP6 Klonierungsvektor fur die Herstel-
lung von cRNA (Krieg und Melton, 1984). Die Gene werden in eine Bglll
Restriktionsschnittstelle einkloniert (2.2.1.1 und 2.2.1.2). Im 5’ bzw. 3’ Bereich
flankieren untranslatierte Bereiche des R-Globin Gens von X. laevis das
Insert. Diese Sequenzen erhohen die Translationsrate der in vitro herge-
stellten cRNA. Die Herstellung der cRNA erfolgte mit dem mMessage
mMachine High Yield Capped RNA Transcription Kit von Ambion
(Huntingdon, Cambridgeshire, UK). Das Kit ermoglicht das Anfligen eines 5'-
Cap-Analogons, eine Modifikation des 5’-Endes einer RNA. Diese Struktur ist
bei allen eukaryotischen mRNAs vorhanden und erhdht die Stabilitat der RNA.
Zunachst wurde das pSP64T-Gen-Konstrukt mit einem Enzym dessen
Restriktionserkennungssequenz in der multiple cloning site (MCS) vorhanden
ist, z.B. Xbal linearisiert und anschliellend gefallt: Nach Zugabe von 1/20tel
Volumen 0,5 M EDTA, 1/10tel Volumen 3 M Natriumacetat und zwei Volumen
Ethanol wurde die Probe fir 15 min bei -20°C inkubiert und fir 15 min zentri-
fugiert (16.000 g). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet wurde
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in einer Konzentration von 0,5 bis 1 pg/pl mit RNAse freiem Wasser
resuspendiert. Fur die Transkriptionsreaktion wurde folgender Ansatz erstellt:

2 x NTP/CAP 10 pl
10 x Reaktions Puffer 2 pl
Enzym Mix 2 ul
Lineares template 1 Mg

Nuklease-freies Wasser ad 20 pl

Mit Hilfe der im Enzym-Mix enthaltenen SP6-RNA-Polymerase wurde cRNA
ausgehend vom SP6 Promotor des pSP64T synthetisiert. Die Inkubationszeit
betrug 1 h bei 37°C. Um die im Ansatz enthaltene DNA zu zerstoren, wurde 1
pl DNAse | dem Reaktionsansatz zugegeben und 15 min bei 37°C inkubiert.
AbschlieRend wurde eine Lithiumchlorid Prazipitation durchgefihrt: 30 pl
RNAse-freies Wasser und 30 ul Lithiumchlorid Prazipitationslésung des Kits
(7,5 M Lithiumchlorid, 50 mM EDTA) wurden zugegeben. Nach 30 min bei -
20°C wurde die Probe flr 15 min bei 16.000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 10 yl RNAse-freiem Wasser resuspendiert. Die Konzentration und die
Qualitat der RNA-Probe wurden sowohl mittels Absorptionsbestimmung
(2.2.1.10) als auch mittels eines Formaldehyd-Agarose Gels (2.2.3.3) kontrol-
liert.

2.5.4 Injektion von cRNA in Oozyten

Die Injektion der cRNA erfolgte mit Hilfe eines pneumatischen Injektors, eines
Binokulars und eines Mikromanipulators. Als Injektionsnadel diente eine
Glaskapillare, die mit einer Kapillarziehmaschine hergestellt wurde. Die Spitze
der Kapillare wurde mit einer Pinzette abgebrochen, bis die Offnung fiir die
Injektion grol® genug war. Die Kapillaren wurden mit Hilfe eines Microloaders
(Eppendorf, Minchen) mit 1 bis 2 ul der cRNA luftblasenfrei beflllt und am
Kapillarenhalter des pneumatischen Injektors festgeschraubt. Dieser wurde
mit einem Mikromanipulator verbunden, der es ermdglichte die Kapillare in
alle drei Raumrichtungen zu bewegen.
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Die angefihrten Parameter kénnen der Bedienungsleitung folgend am
Transjector verandert werden:
1. Gegendruck Py
Durch den Gegendruck wird verhindert, dass z.B. das Cytoplasma der
Oozyten durch Kapillarkrafte in die Glaskapillare gesaugt wird. Bei der
Injektion der Oozyten wurden 45 hPa angelegt.
2. Injektionsdruck P;
Wahrend der Injektion liegt der Injektionsdruck P; an. Es wurde etwa
ein Druck von 1300 hPa angelegt.
3. Injektionszeit t;
Fir die Dauer der Injektionszeit wird der eingestellte Injektionsdruck
aufrechterhalten. Die Injektionszeit lag bei etwa 4 s.
Die Injektion erfolgte stets manuell mit einer Handtaste. Das Injektionsvolu-
men wurde mit Hilfe einer Skala im Okular bestimmt. Zunachst wurde der
Durchmesser eines Tropfens an der Luft bestimmt. Der Radius wurde dann
verwendet, um mit folgender Formel das Volumen des Tropfens zu
bestimmen:

V=4/31r

Anhand des Volumens und der Konzentration der cRNA-LOsung konnte die
Menge der injizierten cRNA bestimmt werden. Fur alle Experimente wurde
eine Menge von 50 ng cRNA in die Oozyten injiziert. Die Tropfengrolie wurde
regelmaldig vor der Injektion der Oozyten kontrolliert, um ein Verstopfen der
Kapillare auszuschlieRen. Die Oozyten wurden in einer Petrischale auf ein
Netz mit einer MaschengroRe von 1 mm gelegt und mit ND96-Puffer
uberdeckt. Die Injektion der cRNA erfolgte in den vegetativen Pol, um zu
vermeiden, dass RNA in den Zellkern injiziert wurde, da dieser in der
animalen Halfte der Oozyte lokalisiert ist. Als Kontrolle wurden Oozyten mit 40
nl RNAse-freiem Wasser injiziert.

2.5.5 Inkubation der Oozyten

Nach der Injektion wurden die Oozyten funf Tage in einer Petrischale mit
ND96 (Zusatz: 1% Penicillin-Streptomycin Losung; 10.000 units/ml Penicillin
und 10.000 pg/ml Streptomycin von Invitrogen, Karlsruhe und 0,4 % Genta-
mycin-Lésung; 50 mg/ml von Invitrogen, Karlsruhe) bei 18°C inkubiert. Der
Puffer wurde einmal taglich gewechselt und beschadigte Oozyten aussortiert,
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da diese Salze bzw. Proteasen abgeben, welche die Lésung toxisch fur die
verbleibenden Oozyten machen (Goldin, 1992). Kontroll-Oozyten ohne Injek-
tion wurden unter den gleichen Bedingungen inkubiert wie injizierte Oozyten,
um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu ermoglichen. Nach der
Inkubationszeit wurde der interne cAMP-Gehalt der Oozyten bestimmt.

2.5.6 Bestimmung der cAMP-Konzentration

Fiar die Bestimmung der cAMP-Konzentration von Oozyten wurde ebenfalls
der cAMP Enzymimmunoassay (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK) verwendet (siehe 2.4.7 und 2.4.8). Eine 3-Isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX) Losung (Sigma, Munchen) wurde mit ND96 in einer Konzentration von
100 uM hergestellt. Alle Oozyten wurden mit dieser Losung fur 30 min pra-
inkubiert, um Phosphodiesterasen am Abbau des entstehenden cAMPs zu
hindern. AnschlieRend wurden die Zellen mit Dopamin-IBMX-ND96-Lésungen
verschiedener Konzentrationen fur 30 min inkubiert. Kontroll-Oozyten wurden
lediglich mit IBMX-ND96-LAsung inkubiert. Die einzelnen Oozyten wurden mit
200 pl Lysis Puffer 1B des Assay-Systems suspendiert und fur 10 min bei
1000 Umin'geschiittelt. In den Assay wurden 100 ul dieser Suspension ein-
gesetzt. Im Laufe der Reaktion wurden 100 ul Antiserum (Inkubation: 2 h bei
4°C) und 50 pl des Peroxidase-Konjugats (Inkubation: 1 h bei 4°C) zugege-
ben. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und jedes well vier Mal mit
400 pl des Waschpuffers gewaschen. Nach Zugabe des Substrats
(TMB/Wasserstoffperoxid) wurde die Platte 1 h bei 200 Umin” und RT
geschuttelt. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 100 pl einer 1 M Schwefel-
saure zugegeben. Es wurde eine Standardkurve mit dem Non-Acetylation-
Standard des Kits in Konzentrationen von 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800;
1600 und 3200 fmol cAMP pro well erstellt. Anhand dieser Kurve konnten die
absoluten cAMP-Konzentrationen der Proben bestimmt werden. Neben den
Proben und den Werten fur die Standardkurve wurden ein Null-Standard und
eine Bestimmung von nicht-spezifischer Bindung (NSB) durchgeflhrt. FUr den
Null-Standard wurden 100 pl des Lysis Puffers 1B in ein well pipettiert.
Ansonsten wurde der Null-Standard behandelt wie alle anderen Proben auch.
FUr den NSB-Wert wurden 100 pl des Lysis-Puffers 1B und 100 ul des Lysis-
Puffers 2B in ein well pipettiert und kein Antiserum zugeflugt. Alle nachfolgen-
den Schritte fir den NSB-Wert entsprechen den der anderen Proben.

79



Material und Methoden

Die Absorptionswerte wurden sowohl fur die Standardkurve als auch fur die
Proben in den Wert %B/B umgerechnet. Dafur wurde folgende Formel
verwendet:

Standard/Probe OD — NSB OD

%B/Bg = x 100
0-Standard OD — NSB OD

2.6 Transgenes RNA interference in D. melanogaster

2.6.1 Standardnadhrboden fiur die Fliegenhaltung
Fir die Haltung von Fliegen wurde ein Standardnahrboden verwendet.

Bestandteile (1l1-Ansatz):

Hefeflocken 16 g
Sojamehl 4,39
Maisgrief3 80,69
Malzextrakt 729
Zuckerrubensirup (Grafschafter Goldsaft) 369
Agar 0,72 g
Nipagin (4-Hydroxybenzoesauremethylester) 1,6 g
Propionsaure 4 ml
Leitungswasser 11

Hefeflocken, Sojamehl, Maisgriel3, Malzextrakt, Zuckerribensirup wurden mit
dem Agar vermischt und mit einem Liter Leitungswasser versetzt. Das
Gemisch wurde fur 10 min auf 90°C erhitzt und anschlieRend fur zwei
Stunden bei 70°C mit 500 Umin™ geriihrt. AbschlieRend wurden Nipagin
(Fungizid) und Propionsaure zu dem Ansatz gegeben. Das Malzmedium
wurde direkt im Anschluss im noch flissigen Zustand in Plastikréhrchen
geflllt (Greenspan, 1997).

2.6.2 Fliegenhaltung

Die Fliegen wurden auf Standardnahrboden in Plastikbechern bei 25°C und
70% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank gehalten. Fliegen der Stammsammlung
wurden alle vier Wochen in neue Futterrohrchen umgesetzt (Roberts, 1998).
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Der Standardnahrboden wurde mit etwas Trockenhefe bestreut, die von den
Fliegen bevorzugt gefressen wurde.

2.6.3 Klonierung der hairpin-Konstrukte zur Herstellung transgener
RNAIi-Fliegen

Fur die Transformation von D. melanogaster wurde der P-Element Vektor
pUASTi (freundlicher Weise zur Verfugung gestellt von Amin Ghabrial,
Stanford University; siehe Anhang) verwendet. Der pUASTi-Vektor enthalt
zwischen den inverted repeats (IR, P-Elemente) flnf hintereinander angeord-
nete UAS-Sequenzen, die dem Transkriptionsfaktor GAL4 als Bindungsstellen
dienen. Downstream der UAS-Sequenzen befindet sich ein hsp70-Promotor,
ein 244 bp langes Intron aus dem trachealess-Gen von D. melanogaster und
schliel3lich eine SV40-Terminationssequenz. Upstream des Introns befinden
sich im Vektor nur einmal vorkommende Restriktionsschnittstellen fur die
Restriktionsendonukleasen  Notl und Xhol, downstream einmalige
Restriktionsschnittstellen fur Asp718 und Xbal.

In diesen Vektor wurden hairpin-Konstrukte folgender Gene einkloniert:
Dopamin-Rezeptoren I, 1l und Il (CG9652, CG18741, CG9569), white
(CG2759) und Phosphofructokinase (CG4001). Ein Exon der jeweiligen cDNA
wurde zunachst in 3’-5’-Orientierung upstream des Introns und anschlie3end
in 5’-3’-Orientierung downstream des Introns kloniert, so dass eine tail-to-tail-
Orientierung der beiden Inserts entstand. Die Exonfragmente wurden nach
folgenden Kriterien ausgewahlt (Lee et al., 2003). Das Exon sollte vollstandig
(single complete exon), 500-1000 bp lang und in allen exprimierten
Splicevarianten des jeweiligen Gens vorhanden sein. Weiterhin sollte das
Fragment in antisense-Orientierung (3’-5’) keine Sequenzen enthalten, die mit
einer 5’-Konsensus-Splicestelle Ubereinstimmten, um splicing innerhalb der
3’-5-Orientierung zu verhindern. Das Exon sollte keine Restriktionsschnitt-
stellen fUr die Restriktionsendonukleasen Xhol, Notl, Asp718, Xbal enthalten,
da diese in den fur die PCR-Reaktion eingesetzten Uberhangenden primern
vorhanden waren. Die fir die funf hairpin-Konstrukte verwendeten Bereiche
der genomischen Sequenzen sind in Tab. 2.7 angegeben.
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Tab. 2.7. Fur die hairpin Konstrukte verwendeter Bereich der genomischen
Sequenz.

Bereich d. genomischen Sequenz

Gen CG-Nummer (flybase) fur hairpin Konstrukt
DopRI CG9652 37223-37732 bp
DopRII CG18741 18907-19633 bp
DopRillI CG17004 15532-16077 bp
white CG2759 10124-10745 bp
pfk CG4001 7126-7917 bp

In der Datenbank Flybase wurde mit Hilfe der CG-Nummer das jeweilige Gen aufgerufen
und Uber die Schaltflache ,Get genome region“ wurde auf die zugehorige genomische
Sequenz zugegriffen.

Das trachealess-Intron fungierte im pUASTIi-Vektor als spacer, d.h. durch die
Anwesenheit des Introns bestand zwischen den beiden Inserts ein Abstand
von 244 bp, so dass die Rekombinationswahrscheinlichkeit der hairpin-
Konstrukte nach der Transformation in Bakterien stark reduziert wurde.

Das Vorgehen der hairpin-Klonierung wird stellvertretend fur alle funf
Konstrukte am Beispiel von CG 4001 (Phosphofruktokinase) dargestellt. Das
gewahlte Exonfragment von CG 4001 hat eine Lange von 790 bp. Fur die
erste Klonierung wurde diese Sequenz mit Hilfe GUberhangender primer in
einer PCR amplifiziert, so dass am 5-Ende eine Restriktionsschnittstelle fur
Xhol und am 3’-Ende fur Notl angehangt wurde. Als Ausgangsmaterial
(template) fur die PCR-Reaktion diente der EST-Klon GH 12192. Das Frag-
ment wurde in einer ersten Klonierung in den Vektor inseriert. Fur die 2.
Klonierung enthielten die Exonfragmente nach einer weiteren PCR-Reaktion
uberhangende Restriktionsschnittstellen flir Asp718 und Xbal, mit deren Hilfe
die zweite Insertion durchgeflhrt wurde. So enthielt der pUASTi am Ende
zwei identische Fragmente des Gens CG4001 in tail-to-tail-Orientierung.

2.6.4 Etablierung und Balancierung von transgenen Fliegenlinien

Die beschriebenen hairpin-Konstrukte wurden mit einem Helferplasmid
gemischt und in Drosophila-Embryonen (white’; resultiert in dem Phanotyp
weilke Augen) injiziert. Das Helferplasmid codiert fur Transposase, die in der
Lage ist, das hairpin-Konstrukt des pUASTi in das Genom von D. melano-
gaster zu integrieren. Dabei werden nur Bereiche in das Genom eingeflgt, die
von inverted repeats flankiert werden. Die Injektion in Embryonen von D.
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melanogaster wurde von Frau Ann Mari Voie am European Molecular Biology
Laboratory, EMBL (voie@embl.com) in Heidelberg durchgefuhrt. Die
Konstrukte sollten nun in das Genom der Polzellen integrieren. Die injizierten
Embryonen entwickelten sich Uber das embryonale, die drei verschiedenen
Larvenstadien und uber das pupale Stadium zu adulten Fliegen. Erfolgte eine
Integration der injizierten Konstrukte in die Polzellen, so waren die Fliegen in
einigen Ovarien bzw. Spermien produzierenden Zellen transgen fir das
jeweilige Konstrukt. Fliegen dieser Generation wurden mit white-Fliegen
gekreuzt. Dazu wurde gemal Abb. 2.8 jedes Mannchen mit 3-4 white-
Jungfrauen bzw. jede Jungfrau mit 3-4 white-Mannchen verpaart (Kreuzung
1). Vermittelt durch das mit dem Konstrukt integrierte white-Gen hatten trans-
gene Nachkommen dieser Kreuzung rote Augen, da das P-Element in allen
Korperzellen vorhanden war. Es wurden, sofern vorhanden, zehn rotaugige
Mannchen aus unabhangig angesetzten Kreuzungen selektiert und in
Kreuzung 2 (vgl. Abb. 2.8) eingesetzt. Konnten rotaugige Weibchen aus
Kreuzung 1 selektiert werden, wurden diese mit Mannchen der Linie white’
gekreuzt. Daraus resultierende rotaugige Mannchen wurden in Kreuzung 2
(Abb. 2.8) eingesetzt.

Jedes transgene, also rotaugige Mannchen wurde in diesem Schritt sowohl
mit 3-4 Jungfrauen der Linie Sal/CyO als auch mit Jungfrauen der Linie
Croc/TM3Sb in einem Ro&hrchen gekreuzt. Diese beiden Linien sind
sogenannte balancer-Linien, d.h. sie verfigen auf dem zweiten Chromosom
(CyO) bzw. auf dem dritten Chromosom (TM3Sb) Uber ein balancer-
chromosom. Solche Chromosomen besitzen folgende Eigenschaften. Sie
codieren fur dominante Marker wie Cy (gekrimmte Flugel) oder Sb (dicke,
kurze Ruckenhaare), die die klassische Genetik erst ermdglichen und einen
klaren Ruckschluss auf den Genotyp erlauben. Au3erdem rekombinieren sie
schlecht mit einem Schwesterchromosom, d.h. die homologe Rekombination
wird erschwert. Sie bewirken damit eine Stabilisierung transgener Linien.
balancer-Chromosomen sind homozygot letal. Entsprechend kann ein
Transgen entweder nur heterozygot oder homozygot vorliegen und kann auch
uber mehrere Generationen nicht verloren gehen. Nachkommende
Geschwister dieser Kreuzung mit den Phanotypen rote Augen und Cy bzw.
rote Augen und Sb wurden in jeweils getrennten Ansatzen (Kreuzung 3)
miteinander verpaart (Abb. 2.8). Der Insertionsort des P-Elements konnte
anhand der resultierenden Phanotypen aus den einzelnen Geschwisterkreu-
zungen bestimmt werden. Hatten alle Nachkommen aus der Kreuzung der
Fliegen, die den Cy-Marker zeigten, rote Augen und traten bei der parallelen
Kreuzung der Geschwister, die Sb waren, auch weiRaugige Fliegen auf, so
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hatte die Insertion des P-Elements auf dem zweiten Chromosom
stattgefunden. Die Nachkommen aus der Sb-Geschwisterkreuzung wurden
daher verworfen, wahrend die Nachkommen aus der CyO-Geschwister-
kreuzung automatisch stabil waren. Analog dazu hatte das P-Element auf
dem dritten Chromosom inseriert, wenn aus der Kreuzung der Sb-Fliegen nur
rotaugige Fliegen resultierten und aus der Kreuzung der Geschwister mit
CyO-Phanotyp auch Fliegen mit weiRen Augen auftraten. In diesem Fall
waren entsprechend die Fliegen aus der Sb-Kreuzung stabil, wahrend die
Nachkommen aus der CyO-Geschwisterkreuzung verworfen wurden. Die
stabilen zweit- bzw. drittchromosomalen Linien konnten entweder homozygot
oder nur heterozygot lebensfahig sein. Sind die Linien homozygot lebens-
fahig, ist der dominante Marker (Cy oder Sb) nicht mehr vorhanden.

Traten in der Nachkommenschaft aus der Kreuzung mit Sal/CyO und
Croc/TM3Sb nur Weibchen auf, die rote Augen besalRen und ausschlieRlich
Mannchen mit weillen Augen, hatte die Integration des P-Elements auf dem
X-Chromosom stattgefunden. Diese Linien wurden aufgrund der aufwendigen
Balancierung verworfen. Die Abwesenheit des dominanten Markers (Cy oder
Sb) zeigt an, dass viele Linien homozygot lebensfahig sind, d.h. das Vorhan-
densein des P-Elements auf beiden Allelen resultiert nicht in Letalitat (die
Insertion betrifft keinen essentiellen Bereich des Genoms).

ANSATZ 1
alle injizierten Fliegen werden separat gekreuzt:

je nur 1 injiziertes & mit 3-4 white @ kreuzen
Kreuzung 1

je nur 1 injizierte @ mit 3-4 white 4 kreuzen

NACHKOMMEN
werden auf rote Augenfarbe untersucht

{

ANSATZ 2

nur 1 rotes J mit 3-4 @ w;-2 . * und 3-4 Q w-;E; 9
CyO + + TM3sb

in einem Fliegen-Réhrchen kreuzen
Kreuzung 2
(wenn in Kreuzung 1 nur € mit roten Augen auftreten, dann mit white
& kreuzen und anschlieBend & aus Nachkommen in Kreuzung 2
einsetzten)

Fortsetzung siehe S. 85.

84




Material und Methoden

NACHKOMMEN

auf rote Augenfarbe und Cy bzw. Sb selektieren:

4 mit CyO und ¢ mit CyO bzw. & mit TM3sb und ¢ mit TM3sb
kreuzen (in zwei getrennten Ansatzen!)

(wenn alle ¢ rote und alle & weiRe Augen besitzen, dann erfolgte die
Integration auf dem X-Chromosom)

| |2
ANSATZ 3a ANSATZ 3a
- P .+ X0 g P .+ -Po_ 4 -Po_
Kreuzung SwWicg it X¥ Wigeis I s X7 YT T
3a (Geschwister) (Geschwister)
wenn NACHKOMMEN NACHKOMMEN
Insertion  auf Phéanotypen: Genot Phanot
: - ypen ypen
Chr II: Genotypen: 75% rot
=5 elfe)z][z] |2ovewen
100% rot PIL+]LPIL+
Linie etabliert verwerfen
S S
ANSATZ 3b ANSATZ 3b
..+ P o .-. + P .+ . P C - +. P
TWiee T X Vige it [ i XYV s
Kreuzung ] .
3b (Geschwister) (Geschwister)
NACHKOMMEN NACHKOMMEN
wenn Genotypen Phénotypen Genotypen Phanotypen
Insertion auf
Chr 11l
PITPT[+1[+] | 75% rot P P
FIEIFI ] | 2o wein 7o |7 100% rot
verwerfen Linie etabliert

Abb. 2.8. Kreuzungsschema zur Etablierung transgener Fliegenlinien. 1) Die aus

den injizierten Embryonen

resultierenden Fliegen wurden mit der

Linie white

rickgekreuzt. 2) In der nachfolgenden Generation wurden Mannchen mit roten Augen
selektiert und mit den balancer-Linien Sal/CyO und Croc/TM3sb verpaart. 3) Die
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Kreuzung mit diesen beiden Linien erlaubte einen Rickschluss auf den Insertionsort des
P-Elements. Sal bzw. Croc sind letale Mutationen auf dem zweiten bzw. dritten Chromo-
som. CyO ist ein zweitchromosomaler balancer, dessen dominanter Marker Cy
gekrimmte Fligel vermittelt. Der dominante Marker Sb des drittchromosomalen
balancers TM3Sb vermittelt kurze, dicke Rickenhaare.

P = P-Element Insertion; + = Wildtyp

2.6.5 Aktivierung der Expression der hairpin-Konstrukte in den
transgenen Fliegen

Der pUASTI-Vektor besitzt - wie bereits unter 2.6.3 beschrieben - UAS-
Sequenzen, welche bei der Transformation ebenfalls in das Genom der
Fliegen integriert wurden. Die UAS-Sequenzen regulieren die Expression der
hairpin-Konstrukte. Diese kann erst stattfinden, wenn durch eine Kreuzung mit
einer Treiberlinie der Transkriptionsfaktor GAL4 hinzukommt. Alle homozygot
lebensfahigen transgenen Fliegenlinien wurden jeweils mit den ubiquitaren
Treiberlinien actin-GAL4 bzw. tubulin-GAL4 gekreuzt. Anschliellend wurde die
Letalitat der RNAIi-Fliegen bestimmt.

2.7 Chemoinformatik

2.7.1 Chemoinformatische Methoden zur Erstellung von 3-D-Modellen

Das 3D-Modell des CfDopRIl wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Didier Rognan (CNRS, lllkirch) mit der Software GPCRmod (Bissantz et al.,
2004) erstellt. Mit Hilfe dieses Modells wurde ein Homologie-Modell des
CfDopRI angefertigt. Die Modelle wurden lediglich flr die transmembranalen
Bereiche der Rezeptoren erstellt, da Uber die extra- und intrazellularen
Schleifen und die Termini zu wenig Informationen bekannt sind, um eine
raumliche Ausrichtung sinnvoll vorhersagen zu kénnen. Zunachst wurde mit
der Software Insight Il Version 2005 (Accelrys, Inc., San Diego, USA) ein
alignment zwischen CfDopRII und CfDopRI erstellt. Ferner wurde mit Hilfe
dieser Software das 3D-Modell des CfDopRI berechnet. Bei einer solchen
Berechnung wird zunachst das Rickgrat des Proteins fur die Erstellung des
Modells berlcksichtigt. Dabei werden identische Seitenketten an das template
angepasst. Unterschiedliche Seitenketten werden anhand einer Rotamer-
Bibliothek (Insightll) ausgerichtet. Die Ausrichtung der Aminosaure-Seiten-
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ketten Asp3.32, Ser5.42, Ser5.43, Ser5.46 und Tyr5.38 wurde manuell durch-
gefuhrt. Die Visualisierung des Modells erfolgte mit der Software Sybyl 7.0
(Tripos Inc., St. Louis). Bilder wurden mit der Software MOLCADII1.3
(Brickmann et al., 1995, Brickmann et al., 2000) erstellt.

2.7.2 Pharmakophor-Modelle, virtuelle Substanzbibliothek und
Docking

Pharmakophor-Modelle verschiedener Antagonisten humaner Dopamin-
Rezeptoren wurden mit der Software Catalyst (Accelrys, Inc., San Diego,
USA) erstellt. Fur die Suche wurde eine virtuelle Substanzbibliothek mit ca.
vier Millionen Eintragen verwendet. Die Hit-Substanzen wurden mit der
Docking-Software GOLD Version 3.0 (Cambridge Crystallographic Data
Centre, CCDC) in das Protein eingepasst. Die Hit-Substanzen wurden
anschlie3end selektiert, indem Deskriptoren (z.B. MolekUleigenschaften oder
Interaktionen zwischen Ligand und Protein) mit der Software SILVER (CCDC)
berechnet wurden, was ein Filtrieren nach bestimmten chemischen Eigen-
schaften der Verbindungen ermaglichte. Anschlielend an diese Selektion
wurden die restlichen Docking-Losungen visuell analysiert. Anhand der zu
erwartenden Interaktionen wurden Wirkstoffe ausgewahlt, welche im in vitro
Assay getestet werden sollten.

Die chemoinformatischen Arbeiten wurden von Herrn Prof. Dr. Didier Rognan

(CNRS, llikirch), Dr. Anette Klinger und Dr. Jorg Cramer (Intervet Innovation
GmbH, Drug Discovery, BioChemInformatics, Schwabenheim) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die ersten G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(G-protein coupled receptors, GPCRs) des Flohs identifiziert werden. Das
Genom des Flohs ist bisher nicht sequenziert worden. Die Klonierung von
neuen Orthologen basiert daher auf der Konservierung zu anderen bereits
bekannten Genen phylogentisch nah verwandter Organismen. Aus diesem
Grund sollten alle beschriebenen GPCRs der Insekten auf den Grad ihrer
Konservierung untersucht werden. Mit Hilfe der bioinformatischen Analyse
sollten GPCRs identifiziert werden, die Uber mehrere Spezies hinweg hoch
konserviert und somit fur eine Klonierung besonders geeignet sind. Hierfur
wurde die Software Genlight (Beckstette et al., 2004) verwendet, welche den
Vergleich groBer Sequenzpakete (z.B. Genome) ermdglicht. Alle gangigen
Blast-Algorithmen sind in diesem Programm verfugbar. Die in Tab. 3.1
aufgefuhrten Sequenzen der verschiedenen Insekten wurden in Genlight
importiert. Fir den Moskito A. gambiae sind 293 GPCRs (Hill et al., 2002) und
fur D. melanogaster 297 GPCRs (Brody und Cravchik, 2000; Flybase)
annotiert. Diese neu erstellte Datenbank wurde dazu genutzt, um Blast-
Analysen zwischen den GPCR-Sequenzen von D. melanogaster bzw. A.
gambiae und den ESTs (C.felis, A.aegypti, G. morsitans, B. mori, A. mellifera,
S. calcitrans, R. sanguineus) bzw. cDNAs (A. gambiae und D. melanogaster)
und den genomischen Sequenzen (A. mellifera) durchzufuhren. Als Ergebnis
einer Blast-Analyse gibt Genlight eine Hitliste an, in der bioinformatische
Parameter wie z.B. E-Value und lIdentitat aufgeflhrt sind (Abb. 3.1). Die
Identitat gibt die Ubereinstimmungen zwischen Sequenzen in einem
alignment in Prozent an. Der E-value ist ein Mal} fir die Wahrscheinlichkeit,
mit einer zufalligen Aminosaure-Abfolge einen Treffer der gleichen Gute zu
produzieren und sollte entsprechend seiner mathematischen Definition
moglichst klein sein (Selzer et al., 2004).
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Tab. 3.1 Inhalt der in Genlight erstellten Datenbank. Die Sequenzen verschiedener Insekten wurden in die Software Genlight eingeladen, um Blast-

Suchen durchzufiihren.

Organismus Sequenzart Anzahl Herkunft Proteom GPCR

C. felis ESTs 4841 NCBI, dbEST - -
. 123055
A. aegypti ESTs, GSS (4072 ESTs) NCBI, Genbank - -
G. morsitans ESTs 21471 NCBI, dbEST - -
B. mori ESTs 116541 NCBI, dbEST - -
D. pseudoobscura Scaffold 759 Baylor College - -
A. mellifera Genome, 36406  Baylor College ; ;
contigs
A. mellifera ESTs 22652 NCBI, dbEST - -
S. calcitrans ESTs 12059 Proprietare - -
Daten
R. sanguineus ESTs 20560 Proprietare - -
Daten

+

A. gambiae cDNA 16148 Ensembl (16:48) (293)

(Publikation)

+

+ (297)

D. melanogaster cDNA 18289 Ensembl (17335) (flybase:
Publikation)

Samtliche Sequenzdaten wurden im Zeitraum von April bis Mai 2004 heruntergeladen.



Hit Table: blasthits_obj_833_q307_db259 Number of Hits: 2639 Hit Type: PROTEIN vs. DNA Method: thlastn

Ouery Sequence Set: GPCR_en Query Sequence Description: result_set_description Creation Date: 2004-05-13 13:2T:43.137276+02 Creator: sgerber

Database Sequence Set: Apis Database Sequence Description: Baylon Creation Date: 2004-04-30 15:12:39.91291+02 Creator: sgerber
Search | both descriptions jwnhlpaﬁern SEARCH |
Total number of hits: 2632 . Humber of hits with unique query sequence: 223 Page: 1 /106 . Show only unique hest mat{:hes:l na 'I REFRESH DISPLAY |
Bit- Que Hit Match Match Alignment " .. Query Description  Hit Description  Hit
MNo. E-Value Score ry N Strand 9 identities positives v P TP
Score len len Query Hit len [GPCR_Dm] [Apis] rank
. Contig245356 users hgsc
1042 - 1047 - CE11895-PA type=protein; ) )
ﬂ1 0 781941 2015 3579 3020 1689 2020 + GBS 423(63.23%) S05075.49%) loc=2R jain(5771229. 5772 ... hlil honeybee kblid 1
HoneyBe.....
167475 =011 CE18741-PB type=protein; Contigl 2853 uzers hgsc
ﬂz T o47T248 1227 534 12016 959 - 516 : + 426 273064 .08%) 303071 .13%) loc=3R:complement hlil honeybees blid 1
134 B225
[2545410..... HoneyBe.....
1.353T1e =011 CE1E741 -PA type=protein; Contigl 2853 uzers hgsc
ﬂ 1%3 T 475707 1223 537 12016 99 - 483 102 ; + 385 2B5(65.53%) 290075.32%) loc=3R:complement hlil honeybee kblid 1

[2544756..... HoneyBe.....

Abb. 3.1. Ausschnitt der Ergebnisliste einer Blast-Analyse in Genlight. In dieser Analyse wurden GPCRs von D. melanogaster (Query Sequence
Set: GPCR_Dm) mit genomischen Sequenzen von A. mellifera (Database Sequence Set: Apis) verglichen. Es wurde ein tblastn durchgefihrt, der den
Vergleich von Protein und DNA ermoglicht. Dabei wird der DNA-Datensatz in alle sechs Leserahmen Ubersetzt. Das Ergebnis dieser Analyse ist eine
Hitliste (hier sind nur die besten drei der insgesamt 2639 Hits angegeben), wobei die Hits nach ihrer Qualitat sortiert sind. Die wichtigsten Parameter
sind der E-value, die Identitat und die Lange des alignments. Die Lange des alignments gibt den Bereich an, in dem die Such-Sequenz mit einer
Sequenz des zu analysierenden Datensatzes Ubereinstimmungen aufweist. In der Liste sind die GPCRs von D. melanogaster mit CG-Nummern auf-
geflhrt, welche jeweils fur ein spezifisches Gen stehen (z.B. CG11895 = starry night; CG18741 = Dopamin-Rezeptor IlI). Anhand der bioinformatischen
Parameter konnte die Qualitat der Hits beurteilt und zwischen verschiedenen Analysen verglichen werden.



Ergebnisse

Fir die Auswertung der Hitlisten wurden Kriterien zur Abgrenzung von signifi-
kanten Hits gegenuber unspezifischen Treffern festgelegt: Ein E-Value von
107° und eine Identitat von 56% waren Voraussetzung fiir die erste Selektion
der Hits und wurden aufgrund der Datenlage so gesetzt. DarUber hinaus
wurde die Lange des alignments zwischen Anfrage- und Hit-Sequenz sowie
die Anzahl der Hits fur ein Gen in den verschiedenen Sequenzdatensatzen
berticksichtigt. Diese Auswertung flhrte zu einer Quantifizierung des Konser-
vierungsgrads. Die in Tab. 3.2 aufgefuhrten Gene besallen in der Analyse
zahlreiche signifikante Hits und zahlen somit zu den am hoéchsten konser-
vierten GPCRs der untersuchten Insekten. Eine GPCR-Familie fiel besonders
auf: Die Familie der Dopamin-Rezeptoren mit allen drei im Insektenreich be-
schriebenen Mitgliedern war besonders hoch konserviert.

Tab. 3.2. Ergebnis der bioinformatischen Analyse durchgefihrt mit der Software
Genlight zur Bestimmung hoch konservierter Insekten GPCRs.

GPCR-Familie A. gambiae D. melanogaster

Muskarinische
Acetylcholin-Rezeptoren
Atypische GPCRs
Friled/Smoothened
Rezeptor

GPCRmac1 und 2 CG4356 und CG7918

GPRstn CG11895

CG9652, CG18741 und

GPRdop1, 1a, 2 und 3 CG9569

Dopamin-Rezeptoren

Somatostatin-Rezeptor

GABA-B-Rezeptoren

Galanin/Allostatin-Rezeptor

Leukokinin-Rezeptor

Metabotrophe Glutamat-
Rezeptoren

Opsin-Rezeptoren

Serotonin-Rezeptor

GPRsms

GPRgbb1, 2 und 3

GPRals 3

GPRIkk

GPRmgl 2,4 und 5

GPRop1, 2, 3,4,5,6, 7,
8,9und 10

GPR5ht7

CG7285

CG15274, CG6706 und
CG3022

CG13702

CG10626

CG11923, CG7155 und
CG8692

CG5192, CG10888,
CG9668, CG5279,
CG5638

CG12073
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Die Sequenzen wurden zur Uberprifung und Quantifizierung des Konservie-
rungsgrads eingehender untersucht. Hierfur wurden Aligments der Dopamin-
Rezeptoren der Insekten A. gambiae, A. mellifera und D. melanogaster an-
gefertigt (siehe Anhang, Abb. 7.4, 7.5 und 7.6). Die alignments verdeutlichen,
dass die Rezeptoren Uber weite Bereiche eine hohe Konservierung
aufweisen, die in den Regionen der Transmembran-Helices besonders hoch
ist. Lediglich in den intra- und extrazellularen Schleifen ist die Ubereinstim-
mung geringer. Interessanter Weise sind die dritte intrazellulare Schleife und
der C-Terminus, die eine geringe Konservierung aufweisen, an der Kopplung
des G-Proteins beteiligt (Gether, 2000; Hermans, 2003). Fiur die Dopamin-
Rezeptoren der Insekten A. mellifera, D. melanogaster und A. gambiae
wurden jeweils paarweise alignments mit der Software Vector NTI| angefertigt
und zur Quantifizierung der Konservierung wurden die Identitaten der
Sequenz-Paare bestimmt (Tab.3.3). Der Grad der Identitaten bestatigte die
hohe Konservierung der Dopamin-Rezeptoren und somit auch die Genlight-
Analyse. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die GPCR Sub-Familie der
Dopamin-Rezeptoren ausgewahlt, um die ersten GPCRs des Flohs C. felis zu
identifizieren.

Tab.3.3. Identitdt zwischen den Dopamin-Rezeptoren der Insekten A. mellifera
(Am), D. melanogaster (Dm) und A. gambiae (AQ).

Organismen DopRI DopRII DopRIII
Identitat [%] Identitat [%] Identitat [%]
Am - Dm 48 58 54
Am - Ag 61 57 42
Ag - Dm 60 48 55
3.2 Identifikation der Dopamin-Rezeptoren |, Il und IIl von

C. felis

Fir die Klonierung der orthologen Dopamin-Rezeptoren des Flohs wurden
aus hoch konservierten Bereichen der unter 3.1 beschriebenen alignments
Sequenzen mit einem geringen Grad an Degenerierung ausgewahlt, um
degenerierte primer zu konstruieren. Das Design degenerierter primer ist
ausfuhrlich unter 2.2.4.2 beschrieben. Die degenerierten primer-Paare wurden
zunachst in PCR-Ansatzen eingesetzt, was zu keinem Ergebnis fuhrte.
Daraufhin wurden degenerierte nested PCRs (2.2.4.3) durchgeflhrt, wobei in
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einer ersten PCR ein &aulBeres primer-Paar eingesetzt wurde. Der
Reaktionsansatz dieser ersten PCR wurde anschliefend als template fur eine
zweite PCR mit einem zweiten inneren primer-Paar verwendet. Es wurden
zahlreiche verschiedene primer-Kombinationen sowohl fur die erste als auch
fur die zweite PCR getestet. Die amplifizierten Sequenzen wurden in den
pCRIITOPO-Vektor kloniert und sequenziert (2.2.4.3). Diese DNA-Fragmente
wurden in BLAST-Analysen auf ihre Ubereinstimmung mit anderen Sequen-
zen untersucht. Beispielsweise ergab ein Sequenzfragment wie in Abb. 3.2
gezeigt, die hochste Ubereinstimmung mit den Dopamin-Rezeptoren | von D.
melanogaster, A. gambiae und A. mellifera. Konnte ein solches Genfragment
erfolgreich identifiziert werden, so wurden daraufhin RACE-PCRs mit spezifi-
schen primern durchgefuhrt, um die 5'- und 3’-Enden des neuen Gens aus C.
felis zu identifizieren. Das Prinzip einer RACE-PCR ist ausfuhrlich unter
2.2.4 .4 erlautert.

—————————— TMH5--——————-
CfDopRI - -~ - CYAQKQVKNIRAVTRTAEQKDDETT : 25
AgDopRI1 : YETCALDLTPTYAVVSSCISFYVPCIVMIGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTRPGE-====-- : 159
DmDopRI1 : TCALDLTPTYAVVSSCISFYFPCVVMIGIYCRLYCYAQKHVKSIKAVTRPGE=-==---- : 226
AmDopRI - HPTCALDLTPTYAVVSSSISFYVPCIVMLGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTK-====————- 231
——————————— TMH6----
CfDopRIl : RCPAVRCKHKHKVNQMSTSNHQHRSHHHSSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLIC-—-—-——-- > 78

AgDopRI - ISEKRYRSIRRPKSSKNKLKLROLAHTASSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVN : 220
DmDopR1 : VAEKQRYKSIRRPKNQPKKFKVRNLHTHSSPYHVSDHKAAVTVGVIMGVFLICWVPFFCVN - 287
AmDopR1 : LPDTSMAKSFVRKVHATKPPKPOTKTKPTSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVN : 292

CfDOpRI = - - - : -
AgDopRI : 1 FCKTCIGQQTFKVLSWLGYSNSAFNPI1YSIFNTEFREAFKRILTSRSSWCCGQE 1 281
DmDopR1 : ITAAFCKTCI FKILTWLGYSNSAFNP I 1YSIFNKEFRDAFKRILTMRNPWCCAQD 1 348
AmDopR1 : 1VTSYCKTCISGRAFQVLTWLGYSNSAFNPIIYSIFNTEFREAFKRILTKGARARGNQPST : 353

Abb. 3.2. Ausschnitt eines alignments zwischen dem in der nested PCR identifi-
zierten Fragment und Dopamin-Rezeptoren der Insekten A. gambiae, D. melano-
gaster und A. mellifera. Zur Orientierung sind die Transmembran-Helices (TMH) 5 und
6 eingezeichnet. Die hohe Sequenz-ldentitdt zwischen den Rand-Bereichen des
Fragments und den Dopamin-Rezeptoren ist deutlich zu erkennen.

Amplifikate der RACE-PCRs wurden in den pCRIITOPO-Vektor kloniert und
sequenziert (2.2.4.4). In silico wurden die Gen-Fragmente zusammengesetzt
und in BLAST-Analysen und alignments auf ihre Ubereinstimmung mit den
orthologen Sequenzen der anderen Insekten untersucht. Waren die Gene
vollstandig, wurden spezifische primer fur die Enden des jeweiligen Dopamin-
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Rezeptors von C. felis konstruiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass sowohl
das Start- als auch das Stopcodon des Gens erfasst wurden. Anschliel3end
wurden die Gene uber die gesamte Lange kloniert. Diese Klonierung wurde
mehrmals wiederholt, wobei sowohl die cDNA-library (2.2.4.1) als auch cDNA
(2.2.3.4) von C. felis (2.2.4.6) verwendet wurden. Dadurch konnten mogliche
Sequenz-Fehler, welche durch die reverse Transkription zur Herstellung der
cDNA oder durch die Amplifikation wahrend der PCR enstehen konnen,
ausgeschlossen werden.

Im Rahmen dieser Arbeiten konnten die Dopamin-Rezeptoren |, |l und Ill von
C. felis erfolgreich identifiziert und kloniert werden. Das Gen des Dopamin-
Rezeptors | (CfDopRI, wurde beim NCBI in die Datenbank eingestellt,
Genbank accession number: DQ645628) ist 1290 Basenpaare lang und
codiert vermutlich fur ein Protein mit 430 Aminosauren. Das Gen des
Dopamin-Rezeptors Il (CfDopRIla, Genbank accession number: DQ459405)
ist 1392 Basenpaare lang und codiert vermutlich fir ein Protein mit 463
Aminosauren. FUr dieses Gen wurden zwei weitere kurzere Varianten
identifiziert (CfDopRIlb, Genbank accession number: DQ459406 und
CfDopRIlc, Genbank accession number: DQ459407). Vermutlich entstehen
diese Varianten durch alternatives splicing. Da CfDopRlla die langste
Sequenz besitzt und die héchste Ahnlichkeit zu den Orthologen der anderen
Insekten aufweist, wurden alle weiteren Arbeiten zur Charakterisierung des
CfDopRIlI mit dieser Variante durchgefihrt. Darlber hinaus konnte der
Dopamin-Rezeptor Il (CfDopRIII) erfolgreich identifiziert und kloniert werden.
Die Gensequenz des CfDopRIll ist 1821 Basenpaare lang und codiert vermut-
lich far ein Protein mit 606 Aminosauren. Sie wurde noch nicht beim NCBI in
die Datenbank eingestellt.

3.3 Sequenzvergleiche der Dopamin-Rezeptoren von C.
felis mit Orthologen anderer Insekten

Fiar alle drei Rezeptoren wurde jeweils ein alignment mit den orthologen
Dopamin-Rezeptoren der Insekten A. mellifera, A. gambiae und D. melano-
gaster erstellt (exemplarisch fir den CfDopRI in Abb. 3.3 gezeigt) und die
Transmembran-Helices wurden mit Hilfe des TMHMM Servers vorhergesagt
(Abb. 3.5). Die Sequenzen von C. felis zeigen wie die bereits bekannten
Rezeptoren eine hohe Konservierung besonders in den Bereichen der
Transmembran-Helices. Die starksten Unterschiede treten in den N- und C-
terminalen Bereichen sowie in der dritten intrazellularen Schleife auf. Die
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dritte intrazellulare Schleife und der C-Terminus sind an der Kopplung des G-
Proteins beteiligt (Gether, 2000; Hermans, 2003).

Weiterhin ist aus den alignments ersichtlich, dass bestimmte Aminosauren
uber alle Dopamin-Rezeptoren der verschiedenen Insekten konserviert sind.
Diese Aminosauren sind in den Abbildungen 3.3, 3.4 und 3.6 gelb markiert. Im
Folgenden werden diese Aminosauren beschrieben: Der Aspartat-Rest der
Transmembran-Helix Il spielt fir die Bindung der Aminogruppe von
Katecholaminen wie dem Dopamin eine entscheidende Rolle. Die zwei Serin-
Reste in Transmembran-Helix V sind vermutlich an der Bildung von Wasser-
stoffbriicken mit den Hydroxylgruppen des Dopamins beteiligt. Es wurde
beschrieben, dass der Phenylalanin-Rest in Transmembran-Helix VI mit dem
aromatischen Ring des Dopamins interagiert. Ebenfalls vorhanden ist der
Aspartat-Rest in Transmembran-Helix Il und die DRY Sequenz, welche in
Verbindung mit der Rezeptoraktivierung beschrieben werden (Strader et al.,
1995; Mustard et al., 2005).
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CfDopRI = - ——— : -
AmDopRl - ———-—— e : -
DmDopR1 : MYTPHPFGFLIILVPMTNAMRATAAIAAGVGSVAATVATSTTSSISSSTTIINTSSATTIGG - 62
AgDOprRI © - - - ——_——-C— -, -, -, . — ——————————————— . — . — — - z -
CfDOpRI © -\ MPNTSWE : 7
AmMDOpRI = - ——_—————————— - MILSON : 6
DmDopR1 : NHTSGSTGFSTNSTLLDADHLPLQLTTAKVDLDIEIDIQLLTNGYDGTTLTSFYNESSWTNA :© 124
AgDopRIl - —————— e : -
———————————— TMH1-—————————- ——————————
CfDopRIl : EAELDSVEARGDLQDPVTILLIGSFLVLIIFLSVAGNILVCIAIYSDRGLRRIGNLFLASLA : 69
AmDopRI : NLTDGKEDQPENTFSLLSVLLVGFLFLILIFLSVAGNILVCVAIYTDRGLRRIGNLFLASLA - 68
DmDopR1 : SEMDTIVGEEPEPLSLVSIVVVGIFLSVLIFLSVAGNILVCLAIYTERSLRRIGNLFLASLA : 186
AgDopRI 7 ———————— TFVSYAIAGVFLSIVIFLSVAGNILVCIAIYTERSLRRIGNLFLASLA - 48
TMH2-====eeee e TMH3-——————-
CfDopRI : IADLFVASLVMTFAGVNDLLGYWVFGAQFCDTWVAFDVMCSTASILNLCAISLDRYIHIKDP : 131
AmDopRI : IADLFVGCLVMTFAGVNDLLGYWVFGPRFCDTWIAFDVMCSTASILNLCAISLDRYIHIKDP : 130
DmDopR1 : 1ADLFVASLVMTFAGVNDLLGYWIFGAQFCDTWVAFDVMCSTASILNLCAISMDRY IHIKDP : 248
AgDopRI : IADLFVASLVMTFAGVNDLLGYWIFGAQFCDTWVAFDVMCSTASILNLCAISLDRYIHIKDP : 110
————————— TMH4——————————
CfDopRI : LRYGRWITRRIAVATIVVIWLLAAFVSFVPISLGLHRPPEATV--VYIGNDRNLPTCALDLT = 191
AmDopRI : LRYGRWVTRRIAVAGIAVVWLLAGLISFVPISLGLHRANEPVV-—--L.DDSKEEHPTCALDLT : 189
DmDopR1 : LRYGRWVTRRVAVITIAAIWLLAAFVSFVPISLGIHRPDQPLI---FEDNGKKYPTCALDLT : 307
AgDopRI : LRYGRWVTRRVAIGTIAVIWLLAALVSFVPISLDLHRDKRDKTDTSLKINGIKYETCALDLT : 172
—————————— TMH5-———————-—
CfDopRI : PTYAVVSSCISFYVPCIVMIGIYCRLYCYAQKHVKNIRAVTRTAEQKDDETTRCPAVRCKHK = 253
AmDopRI : PTYAVVSSSISFYVPCIVMLGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTKLPDTSMAK-—=—=————— SF - 241
DmDopR1 : PTYAVVSSCISFYFPCVVMIGIYCRLYCYAQKHVKSIKAVTRPGEVAEKQ-—————- RYKST = 362
AgDopRI : PTYAVVSSCISFYVPCIVMIGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTRPGEISEKR-————-- YRSIR : 227
—————————— TMHE————————-
CfDopRI : HKVNQMSTSNHQHRSHHHSSPYHVSDHKAAITVGV IMGVFLICWVPFFCVNIVAAFCKTCIP : 315
AmDopRI : VRKVHATKPPKPOTKTKPTSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVNIVTSYCKTCIS : 303
DmDopR1 : RRPKNQPKKFKVRNLHTHSSPYHVSDHKAAVTVGVIMGVFLICWVPFFCVNITAAFCKTCIG : 424
AgDopRI : RPKSSKNKLKLROLAHTASSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVNITAAFCKTCIG - 289
—————————— TMH7 ————————-

CfDopRI : DLTFKILSWLGYSNSAFNPIIYSIFNKEFRDAFKKILTSNRVCCTGGEEQRLITEIRHRDHY : 377
AmDopRI : GRAFQVLTWLGYSNSAFNPIIYSIFNTEFREAFKRILTKGARARGNQPSTSECGEFRSVVVQ : 365
DmDopR1 : GOTFKILTWLGYSNSAFNPI1YSIFNKEFRDAFKRILTMRNPWCCAQDVGNIHP--RNSDRF - 484
AgDopRI : QOTFKVLSWLGYSNSAFNPIIYSIENTEFREAFKRILTSRSSWCCGQEMGNIYP--RSSDRY - 349
CfDopRI : VTDYGTKSMAAIKERRNGSFRECTSMHSSAES IHHTRIHQTNIDLVDEISAL : 429

AmDopRI : KRNGSMIECN I SPRSSADSCQVGIMAQRHRDT IVSAl-—————————————— : 402

DmDopR1 : ITDYAAKNVVVMNSGRSSAELEQVSAl-———————————————————————— : 511

AgDopRI : VTDYAAKNVV-MNSGRSSADLEQVSAl—-———-———————————— - —————— : 375

Abb. 3.3. Alignment der Dopamin-Rezeptoren | von C. felis, A. mellifera (Am), D.
melanogaster (Dm) und A. gambiae (Ag). Uber alle Sequenzen konservierte Amino-
sauren sind rot, blaue Aminosauren sind Uber drei, griine Aminosduren Uber zwei
Sequenzen konserviert. Die Transmembran-Helices (TMH) sind eingezeichnet.
Aminosduren mit gelber Schattierung sind typisch flir Dopamin-Rezeptoren und
Ubernehmen wichtige Funktionen (siehe Text).
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CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRIIc

CfDopRI1a
CfDopRI1b
CfDopRIIcC

CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRI1IcC

CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRIIcC

CfDopRI1a
CfDopRI11Db
CfDopRIIc

CfDopRI1a
CfDopRI1b
CfDopRIIc

CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRIIcC

CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRI1IcC

CfDopRI1a
CfDopRI11b
CfDopRIIcC

MNISFNDVWTDANSSDYYPTVDYKNLWNDTE IDNIETDLWLHWSKLAQKKAGLLIF :
MNISFNDVWTDANSSDYYPTVDYKNLWNDTE IDNIETDLWLHWSKLAQKKAGLLIF :
MNISFNDVWTDANSSDYYPTVDYKNLWNDTE IDNIETDLWLHWSKLAQKKAGLLIF :

- TMH1-—————-

LLLFSTSTLFGNMLVILAVARERYLHTSTNYFVTSLAVADCLVGMVVMPFSAIYEV :
LLLFSTSTLFGNMLVILAVARERYLHTSTNYFVTSLAVADCLVGMVVMPFSAIYEV :
LLLFSTSTLFGNMLVILAVARERYLHTSTNYFVTSLAVADCLVGMVVMPFSAIYEV :

LDNTWFFGSDWCD IWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTYPKKMTRKRA :
LDNTWFFGSDWCD IWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTYPKKMTRKRA :
LDNTWFFGSDWCD IWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTYPKKMTRKRA :

ILLIATVWICSSAISFPATAWWRAVRTSKLPDYKCPFTEHLGYLVFSSTISFYLPL :
ILLIATVWICSSAISFPAIAWWRAVRTSKLPDYKCPFTEHLGYLVFSSTISFYLPL :
ILLIATVWICSSAISFPATIAWWRAVRTSKLPDYKCPFTEHLGYLVFSSTISFYLPL :

FVMVETYYRTYRAAT IQTQSLKIGTKQVMMASGELELTLRIHRGGTAKEHSGAVYL :
FVMVFTYYRTYRAAT IQTQSLKIGTKQVMMASGELELTLRIHRGGTAKEHSGAVYL :
FVMVFTYYRTYRAAT IQTQSLKIGTKQVMMASGELELTLRIHRGGTAKEHSGAVYL :

TPTATSTPEEAPD IDDSPTVLHHNGVGRLNSNRMGTKHINKNFSLSRKIAKFAKEK  :
TPTATSTPEEAPD IDDSPTVLHHNGVGRLNSNRMGTKH INKNFSLSRKIAKFAKEK  :
TPTATSTPEEAPD IDDSPTVLHHNGVGRLNSNRMGTKH INKNFSLSRKIAKFAKEK  :

KAAKTLGIVMGVF I I1CWLPFFVVNLLSGLCVNCIQHEEIVSAVVTWLGWINSSMNP -
KAAKTLGIVMGVF I I1CWLPFFVVNLLSGLCVNCIQHEEIVSAVVTWLGWINSSMNP -
KAAKTLGIVMGVF I I1CWLPFFVVNLLSGLCVNCIQHEEIVSAVVTWLGWINSSMNP -

V1 YACWSKDFRRAFAR I LCACCPRKVRKKYRPTLKSKSQRYGSRLSSRRYYSTCSL -
V1 YACWSKDFRRAFAR I LCACCPRKVRKKYRPTLKSKSQV IKYR-——————————— :
VIYACWSKDFRR = == = = = = — oo :

HGIQVRQNNYGQSY1 : 463

56

56

112
112
112

168
168
168

224
224
224

280
280
280

336
336
336

392
392
392

448
436
404

Abb. 3.4. Dopamin-Rezeptor Il von C. felis (Cf). Die drei Varianten des CfDopRII sind
dargestellt, welche sich am C-Terminus unterscheiden. Die Transmembran-Helices
(TMH) sind eingezeichnet. Aminosduren mit gelber Schattierung sind typisch fir
Dopamin-Rezeptoren und Gibernehmen wichtige Funktionen (siehe Text).
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TMHMM posterior probabilities for CfDopRlla
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Abb. 3.5. Vorhersage der Transmembran-Helices des CfDopRIl. Die Vorhersage
von Transmembran-Helices wurde mit dem TMHMM Server Version 2.0 (http://www.
cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/; Krogh et al., 2001) durchgefthrt.
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CfDopRI11

CFDopRIT

CfDopRI11

CFDopRIT

CfDopRI11

CFDopRI 1

CFDOpRI T

CFDopRI 1

CFDOpRIT

CFDopRI I

CFDOpRIT

> MERHISLSSHDAFAFSNLSTNLLENAIKSNIGSIYNETSNSSQESF I IFLEDFNDY :

: FYNYNDSQITAEAPLEANGDFYEYHFLNCTGDAFALYPDQALNECARNTTYFEGAG :

> KHKNNRRVWLTILLVWAISSAIGSPIVLGLNNTPDRLPDLCLFYNSDFITYSSLSS :

————TMH5-————————

: FYIPCHIMVFLYXNIFKALRLRALKHRATKRPHYSDLTTATVIENVSQTRKLAETV :

: LGPXTTADERPTNTASGSNEEDDDQLERSSDVDDCHI IVNEKNAEFILATVVEEAG :

= SVVTKLATPSVADANGNNDSGYAPSGVEYVLHKAPVSLPGSPARKVQLPSTTENVP :

. HLRPSIKKNGLKQDLKHSTRGHTSGEGSAGLERKLSAKSSTGSKKERKSSTASKFT :

: DCQPGVTAFILTTWLGYMNSFVNPVIYTIFNPEFRKAFKKLMNIGT = 606

56

112

- 168

224

280

336

392

448

504

: 560

Abb. 3.6. Sequenz des Dopamin-Rezeptors Ill von C. felis (Cf). Die Transmembran-
Helices (TMH) sind eingezeichnet. Aminosauren mit gelber Schattierung sind typisch fir
Dopamin-Rezeptoren und Gbernehmen wichtige Funktionen (siehe Text).

3.4

Klassifizierung der Dopamin-Rezeptoren von C. felis

Fir die Klassifizierung der neuen Dopamin-Rezeptoren von C. felis wurde
zunachst der Grad der Identitaten zwischen CfDopRI, Il und Ill (Tab. 3.4)
sowie zu den orthologen Rezeptoren der Insekten D. melanogaster, A.
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gambiae und A. mellifera bestimmt und verglichen (Tab. 3.5). Die
Ubereinstimmung zwischen den Dopamin-Rezeptoren des Flohs ist sehr
gering. Der Vergleich mit den Rezeptoren der anderen Insekten zeigt einen
eindeutigen Unterschied im Grad der Identitaten zwischen orthologen und
nicht orthologen Sequenzen. Z.B. besitzt der CfDopRI die hochste
Ubereinstimmung (% Identitat) mit den Dopamin-Rezeptoren | der anderen
Insekten.

Tab.3.4. Identitaten zwischen den Dopamin-Rezeptoren von C. felis.

Rezeptor-Paar Identitéat [%)]
CfDopRIIl und CfDopRI 17
CfDopRIl und CfDopRlII 23
CfDopRII und CfDopRI 26

Tab.3.5. Identitaten zwischen den Dopamin-Rezeptoren von C. felis, A. mellifera, D.
melanogaster und A. gambiae.

Identitat [%0]

CfDopRI CfDopRaII CfDopRaIli
A. mellifera 60 28 17
DopRI D. melanogaster 49 24 19
A. gambiae 62 25 16
A. mellifera 30 66 21
DopRII D. melanogaster 23 58 25
A. gambiae 27 57 15
A. mellifera 16 23 52
DopRIIl  D. melanogaster 19 23 53
A. gambiae 18 22 44
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Weiterhin sollte die Klassifizierung anhand einer phylogenetischen Analyse
bestatigt werden. Ein phylogenetischer Baum spiegelt die evolutionare
Beziehung und Verwandtschaft zwischen den verschiedenen Rezeptoren
wider. Die Analyse wurde mit Dopamin-Rezeptoren der Insekten C. felis (Cf),
D. melanogaster (Dm), A. mellifera (Am), A. gambiae (Ag) und den Dopamin-
Rezeptoren von H. sapiens (Hm) durchgefihrt. Zunachst wurde ein alignment
zwischen den verschiedenen Rezeptoren berechnet (ClustalWW Version 1.82
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; Thompson et al., 1994). Die Ahnlichkeiten und
Unterschiede im alignment wurden vom Programm fur die Erstellung eines
phylogenetischen Baums verwendet. Die Abb. 3.7 zeigt das Ergebnis der
Analyse: Die Dopamin-Rezeptoren | bis Ill von C. felis werden jeweils mit den
Orthologen der anderen Insekten gruppiert, was die Einordnung und
Nummerierung der Rezeptoren CfDopRI, CfDopRIl und CfDopRIIlI bestatigt.
Die humanen Dopamin-Rezeptoren (HsDopR1 bis 5) bilden zwei abgegrenzte
Gruppen. Die erste Gruppe besteht aus den Rezeptoren HsDopR1 und 5,
welche D1-ahnlich sind. Wie erwartet werden diese Rezeptoren mit den
Dopamin-Rezeptoren | und Il der Insekten zusammengelegt, da diese eben-
falls D1-ahnlich sind. Die zweite Gruppe besteht aus den D2-ahnlichen
Rezeptoren HsDopR2, 3 und 4 mit einer naheren Verwandtschaft zu den
Dopamin-Rezeptoren Il der Insekten. Der Histamin-Rezeptor von D. melano-
gaster wurde als ein Kontrollgen in die Analyse eingefiigt und zeigt den
erwarteten gro3en Abstand zu den anderen Rezeptoren. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Dopamin-Rezeptoren von C. felis mit Hilfe von
BLAST-Analysen, alignments und der Bestimmung der Identitdten sowie der
beschriebenen phylogenetischen Analyse eindeutig klassifiziert werden
konnten.
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DmHistamine 2,507

DmDopRIlI | 0,077

AgDopRII 0,083

~ AmDopRIl | 0,119

0,07

0.1
0,103

0,072

0,072

HsDopR4 0,495

—— HsDopR2 0,229

—— HsDopR3 0,203

|:H$DopR1 0,111
HsDopR5 0,151

AmDopRI {0,114

DmDopRI (0,089

AgDopRI |0,066

IGIBEERN | 0.094
0.1

Abb. 3.7. Phylogenetischer Baum der Dopamin-Rezeptoren von C. felis (Cf), D.
melanogaster (Dm), A. mellifera (Am), A. gambiae (Ag) sowie von H. sapiens (Hm).
Die Lange der Aste ist proportional zum geschéatzten Grad der evolutionéren Verande-
rung (Thompson et al., 1994). Der Histamin-Rezeptor von D. melanogaster wurde als
Kontroligen in die Analyse aufgenommen. Genbank Accession Numbers der
verwendeten Sequenzen: CfDopRII — DQ459405; AmDopRI — CAA73841; DmDopRI —
AAA85716; HsDopRS5 — NP_000789; HsDopRI — NP_000785; DmDopRIl — Q24563;
AmDopRIl — AAM19330; AmDopRIIl — AY921573; DmDopRIIl — AAN15955; HsDopR4 —
NP_000788; HsDopR3 — NP_000787; HsDopR2 — NP_000786; AgDopRI — EAA10574;
AgDopRIl — EAA06824; AgDopRIIl — EAA09118; DmHistamin — AAF56578
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3.5 Funktionelle Expression des CfDopRIl in Oozyten von
X. laevis

Es wurde fur A. mellifera und D. melanogaster beschrieben, dass Dopamin-
Rezeptoren an G-Proteine koppeln, die den cAMP-Spiegel beeinflussen
(Mustard et al., 2005; Beggs et al., 2005; Feng et al., 1996; Sugamori et al.,
1995; Hearn et al., 2002). Deshalb wurde in dieser Arbeit fur die funktionelle
Expression eine Methode zur Quantifizierung intrazellularer cAMP-Spiegel
etabliert. Hierfur wurde der cAMP Biotrak Enzym Immunoassay (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) verwendet (siehe 2.4.8 und 2.5.6). Zur
Etablierung des Systems wurde zunachst der von Feng et al. (1996)
beschriebene Dopamin-Rezeptor Il von D. melanogaster in Oozyten von X.
laevis funktionell exprimiert. Der Rezeptor wurde aus cDNA von D.
melangaster amplifiziert und in den pSP64T kloniert (2.2.4.8). Mit Hilfe dieses
Vektor-Konstruktes wurde cRNA hergestellt (2.5.3), welche auf einem
Formaldehyd-Agarosegel kontrolliert (Abb. 3.8) und anschlielend in Oozyten
injiziert wurde (2.5.4). Nach einer Inkubation von funf Tagen (2.5.5) wurden
die Oozyten mit Hilfe des cAMP-Assays analysiert (2.5.6). Fur jede Messung
wurde eine Standardkurve erstellt, um mit Hilfe dieser Kurve die Absolutwerte
der cAMP-Konzentrationen zu bestimmen (Abb. 3.9).
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Abb. 3.8. Formaldehyd-Agarose Gel mit cRNA des Gens DmDopRIl. Zur Abschat-
zung der Grofte sind Groflenmarker aufgetragen (siehe Anhang). Das Gen DmDopRII
besitzt 1611 Basenpaare. Darliber hinaus kommen noch 5’- und 3’-flankierende Bereiche
des Globin-Gens, welche im Vektor pSP64T (Abb. 2.6) enthalten sind und wahrend der
cRNA-Synthese angehangt wurden, hinzu. Daraus ergibt sich eine Gré3e der cRNA von
etwa 1860 bp. Die cRNA besal} die erwartete GréRe und war nicht degradiert. Neben
dem Hauptprodukt ist noch eine schwache kleinere Bande zu erkennen. Solche Neben-
produkte kénnen nach Angabe von Ambion (Huntingdon, Cambridgeshire, UK) bei der
Herstellung der cRNA enstehen, haben aber auf die funktionelle Expression des Haupt-
produkts keinen Einfluss.
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Abb. 3.9. Standardkurve zur Bestimmung des intrazellularen cAMP-Gehalts. Mit den
Absorptionswerten wurden die Werte %B/By fur die entsprechenden cAMP-Konzentratio-
nen der Standardkurve berechnet und gegeneinander aufgetragen. Anhand dieser Stan-
dardkurve kénnen die absoluten cAMP-Werte der Proben einer Messung bestimmt
werden. Fir jede Messung wurde eine entsprechende Standardkurve erstellt.

Oozyten mit einer DmDopRII-cRNA-Injektion wurden mit Dopamin inkubiert.
Wie erwartet stieg der intrazellulare cAMP-Spiegel in Abhangigkeit von der
Konzentration der verwendeten Dopamin-Lésung signifikant an. Als Kontrollen
wurden die intrazellularen cAMP-Spiegel von nicht-injizierten Oozyten ohne
Dopamin Inkubation bzw. mit Dopamin Inkubation (10 pM) bestimmt. Die
Kontrollen zeigten keine Veranderung der intrazellularen cAMP-Konzentration
und bestatigen, dass der Anstieg des cAMP-Spiegels der mit cRNA injizierten
Zellen auf den Dopamin-Rezeptor Il von D. melanogaster zurtckzufuhren ist
(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10. Funktionelle Expression des DmDopRIl in Oozyten von X. laevis.
Oozyten, welche mit cRNA des DmDopRII injiziert wurden, zeigen einen signifikanten
Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels in Abhangigkeit der Dopamin-Konzentration.
Die Kontrollen zeigen auch nach Inkubation mit Dopamin keine Veranderung der cAMP-
Konzentration. Fur jeden Wert wurden die cAMP-Konzentrationen von mindestens flinf
einzelnen Oozyten bestimmt und der Mittelwert wurde berechnet. Die Ergebnisse wurden
in drei unabhangigen Experimenten bestatigt. Aufgrund der biologischen Variabilitat der
Oozyten wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen von einem
representativen Experiment berechnet.

Durch diese funktionelle Expression des DmDopRII wurde sichergestellt, dass
Oozyten in Verbindung mit dem cAMP-Biotrak Enzymimmunoassay
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) zur Analyse von Dopamin-
Rezeptoren geeignet sind. Analog zur beschriebenen Vorgehensweise fur die
Expression des DmDopRIl wurde der Rezeptor CfDopRIl in den pSP64T
kloniert und es wurde cRNA hergestellt (2.2.4.7). Zur Kontrolle wurde die RNA
auf ein Formaldehyd-Agarose Gel (2.2.3.3) aufgetragen und auf Grof3e und
eine mogliche Degradation hin Uberpruft (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11. Formaldehyd-Agarose Gel mit cRNA des Gens CfDopRIl. Zur
Abschatzung der Grofie sind GréRenmarker aufgetragen (siehe Anhang). Auf dem Bild
ist gut zu erkennen, dass die RNA keine Degradation durch RNasen aufweist. Das Gen
des CfDopRIl ist 1392 bp gro3. Zusatzlich besitzt die cRNA noch 5’- und 3’-flankierende
Regionen des Globin-Gens, welche im Vektor pSP64T (Abb. 2.6) enthalten sind und
wahrend der cRNA-Synthese angehangt wurden. Daraus ergibt sich eine Grdlke der
cRNA von etwa 1640 bp. Mit Hilfe dieser Agarosegelelektrophorese wurde nachgewie-
sen, dass die cRNA die erwartete Lange besal.

Die in vitro hergestellte cRNA des CfDopRIl wurde in Oozyten injiziert, die an-
schliellend funf Tage inkubiert wurden (2.5.4 und 2.5.5). Als Kontrollen
wurden Oozyten ohne Injektion bzw. mit Wasser-Injektion unter gleichen
Bedingungen mitgefuhrt. Zum einen wurden die Kontroll-Oozyten und cRNA-
injizierten Oozyten mit Dopamin-Losungen der Konzentrationen 10 bzw. 5 yM
inkubiert. Um den Basiswert der intrazellularen cAMP-Konzentration zu
bestimmen, wurden parallel Kontroll-Oozyten und cRNA-injizierte Oozyten mit
einer entsprechenden Losung ohne Dopamin inkubiert. Die Bestimmung des
cAMP-Spiegels ergab einen signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMPs
in cRNA-injizierten Oozyten in Abhangigkeit von der verwendeten Dopamin-
Konzentration. Die Kontrollen zeigten keine Veranderung der cAMP-
Konzentration durch Inkubation mit Dopamin (Abb. 3.12). Damit konnte der
Dopamin-Rezeptor Il (CfDopRII) von C. felis erstmals funktionell exprimert
werden.
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Abb. 3.12. Funktionelle Expression des CfDopRIl in X. laevis Oozyten. Oozyten
wurden mit cRNA des CfDopRIl bzw. mit Wasser injiziert und finf Tage bei 19°C
inkubiert. Parallel wurden nicht-injizierte Oozyten mitgefiihrt. Nach flinf Tagen wurden die
Oozyten fur 30 min mit einer IBMX-ND96-L6sung inkubiert, um Phosphodiesterasen zu
inhibieren. Anschliellend wurden die Oozyten mit einer Losung des natlrlichen Liganden
Dopamin inkubiert. Die cRNA-injizierten Oozyten zeigten im Vergleich zu den Kontrollen
einen signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels in Abhangigkeit von der
Dopamin-Konzentration. Fir jeden Wert wurde der cAMP-Spiegel von mindesten flnf
unabhangigen Oozyten bestimmt und die Standardabweichung berechnet. Die
Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten bestatigt. Aufgrund der
biologischen Variabilitdt der Oozyten wurden die Mittelwerte und die Stan-
dardabweichungen von einem representativen Experiment berechnet.

3.6 Funktionelle Expression des CfDopRIl in HEK293-
Zellen

Die Ergebnisse zur funktionellen Expression des CfDopRII in Oozyten von X.
laevis sollten in einem unabhangigen System bestatigt werden. Im Gegensatz
zu Oozyten sollte das zweite Expressionssystem fur ein high-throughput-
screening (HTS) geeignet sein. Daher wurden humane embryonale
Nierenzellen (HEK293-Zellen) fur diese Experimente ausgewahlt. Um die
Messung des intrazellularen cAMP-Gehalts von HEK293-Zellen in Verbindung
mit dem cAMP-Assay (2.5.6) zu etablieren, wurde der Wirkstoff Forskolin ver-
wendet. Dieser stammt aus dem Harfenkraut Coleus forskohlii und wirkt
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aktivierend auf das Enzym Adenylatzyklase, was in einem Anstieg des intra-
zellularen cAMP-Gehalts resultiert (De Souza et al.,, 1983). Mit Hilfe dieser
Substanz sollte eine erste Kalibrierung vorgenommen werden zur grundsatzli-
chen Uberpriifung der Funktionalitat des Systems. Fiir diese und auch fiir alle
nachfolgenden Messungen wurden Standardkurven - wie in Abbildung 3.9
gezeigt - erstellt. Die HEK293-Zellen wurden in 24-well-Platten mit einer
Dichte von 10° Zellen kultiviert. Nach einer Inkubation mit einer 100 uM IBMX-
PBS-Loésung bei 37°C und 5% CO; fur 15 min zur Inhibition der Phospho-
diesterase wurde anschlieRend mit den verschieden konzentrierten Forskolin-
IBMX-PBS-LAsungen bei 37°C und 5% CO; fur 15 min inkubiert. Die Kontrolle
zur Bestimmung des cAMP-Basiswerts wurde wahrenddessen weiter in einer
IBMX-PBS-LOsung inkubiert. Die Messung der intrazellularen cAMP-Werte
der unterschiedlich behandelten HEK293-Zellen zeigte einen signifikanten
Anstieg der cAMP-Konzentration in Abhangigkeit von der verwendeten
Forskolin-Konzentration (Abb. 3.13).

4 _
3,5 - T s
5 5 : :
3
E 25 -
s 2
an 15 -
=
< 1-
° 05 -
0
NZ N\ N\ W©
<~\\$O K\,‘p \élp ‘o}_o
© <«° «° «°
N » N
2 N AN

Abb. 3.13. Forskolin-abhéangiger cAMP-Anstieg in HEK293-Zellen. Zur Kalibrierung
der cAMP-Bestimmung von HEK293-Zellen wurde der Wirkstoff Forskolin des Harfen-
krauts verwendet. Dieser flhrte zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP-
Gehalts von HEK293-Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration. Die
Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten bestatigt. Aufgrund unterschied-
licher Transfektionseffizienzen und der biologischen Variabilitdt der HEK293-Zellen wur-
den die Mittelwerte und die Standardabweichungen fiir ein representatives Experiment
berechnet.
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AnschlieBend sollte das System weiter etabliert werden, indem bereits
beschriebene Dopamin-Rezeptoren funktionell in HEK293-Zellen exprimiert
werden. Hierflr eigeneten sich besonders der DmDopRII (Feng et al., 1996)
und die humanen Dopamin-Rezeptoren HsDopR1 und HsDopR5, da deren
Funktionalitat bereits getestet wurde. AuRerdem sind die beiden humanen
Rezeptoren D1-ahnliche Rezeptoren (Kassack et al., 2002), welche die
hochste Konservierung zu den Dopamin-Rezeptoren | und Il der Insekten
aufweisen. Fur die Transfektion der HEK293-Zellen wurde der DmDopRII in
den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Carlsbad, USA) kloniert
(2.2.4.8). Die humanen Rezeptoren wurden freundlicherweise von Herrn PD
Dr. M.U. Kassack (Pharmazeutisches Institut der Universitdt Bonn) zur
Verfugung gestellt. Die HEK293-Zellen wurden mit diesen Konstrukten
transient transfiziert (2.4.4) und anschlieRend mit einer Kontroll-L6sung ohne
Dopamin bzw. mit Dopamin-Losungen der Konzentrationen 1 uM und 10 uM
inkubiert. Bei den Rezeptoren HsDopR1 und DmDopRIl konnte ein von der
eingesetzten Dopamin-Konzentration abhangiger cAMP-Anstieg nachgewie-
sen werden. Fur den HsDopR5 konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg der
cAMP-Konzentration durch Inkubation mit den Dopamin-Lésungen detektiert
werden. Allerdings war der Anstieg bei der Inkubation mit der 10 uM
Dopamin-LAsung geringer als mit der 1 yM Dopamin-Losung. Moglicherweise
ist die maximale Aktivierung flir den HsDopR5 bereits bei der Inkubation mit
der 1 yM Dopamin-Lésung erreicht (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14. Funktionelle Expression der humanen Dopamin-Rezeptoren HsDopR1
und HsDopR5 sowie des DmDopRIlI in HEK293-Zellen. Im Vergleich zu den untrans-
fizierten Kontrollen (ohne Rezeptor = - R) konnte bei allen Dopamin-Rezeptoren ein
signifikanter Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration nach Inkubation mit einer
Dopamin-Ldsung nachgewiesen werden. Bei den Rezeptoren HsDopR1 und DmDopRII
konnte eine Dosisabhangigkeit von Dopamin (D) detektiert werden. Lediglich mit
HsDopRS5 transfizierte HEK293-Zellen zeigten keine Erhéhung des cAMP-Anstiegs bei
einer Inkubation mit einer 10 yM Dopamin-Lésung im Vergleich zur Inkubation mit einer 1
MM Dopamin-Lésung. Méglicherweise ist die maximale Aktivierung des Rezeptors bereits
bei 1 yM Dopamin erreicht. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten
bestatigt. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen und der biologischen
Variabilitat der HEK293-Zellen wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen fir
ein representatives Experiment berechnet.

Durch dieses Experiment konnte sichergestellt werden, dass die Funktionalitat
von Dopamin-Rezeptoren mit Hilfe der beschriebenen experimentellen Vor-
gehensweise nachgewiesen und analysiert werden kann. Um die Effizienz der
Transfektion beurteilen zu konnen, wurden HEK293-Zellen mit einem CAT-
pcDNA3.1(+)-Konstrukt transfiziert, wobei CAT fur Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase steht. Dieses Enzym wird als Reporter-Protein verwendet. Da
eukaryontische Zellen kein entsprechendes Protein besitzen, ist es zu einem
Standardmarker flr Transfektionsexperimente mit Saugerzellen geworden
(Roche, Mannheim). HEK293-Zellen wurden mit CAT transfiziert und
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anschlielfend mit einem polyklonalen CAT-spezifischen Antikdrper aus dem
Schaf des Anti-CAT-Digoxigenin-Systems (Roche, Mannheim) untersucht.
Dabei farben sich Zellen, welche die Chloramphenicol-Acetyl-Transferase be-
sitzen, nach der Zugabe des Subtrats blau. So kdnnen erfolgreich transfizierte
Zellen von CAT-negativen Zellen unterschieden werden. Der Vergleich von
untransfizierten und mit CAT transfizierten HEK293-Zellen zeigt deutlich, dass
die verwendete Transfektionsmethode geeignet ist, um DNA in die Zellen ein-
zubringen und dass diese anschlieliend exprimiert wird (Abb. 3.15). Eine aus-
reichende Anzahl von HEK293-Zellen (Abb. 3.15 B) konnte erfolgreich transfi-
ziert werden.

e el St SN REAR AT e R s v -4 PRl @ o). © &
Abb. 3.15. Vergleich von untransfizierten (A) und transfizierten (B) HEK293-Zellen.
HEK293-Zellen wurden mit dem Konstrukt CAT-pcDNA3.1(+) transfiziert. Mit Hilfe eines
Antikérpers (Roche, Mannheim) wurde die Expression der Chloramphenicol-Acetyl-
Transferase von ftransfizierten und untransfizierten HEK293-Zellen miteinander

verglichen. CAT-positive Zellen, welche den Antikérper binden kénnen, sind in der Lage
das verwendete Substrat (TMB) in einen blauen Komplex zu Gberfihren.

Zunachst wurde also getestet, ob die Stimulation von HEK293-Zellen durch
Forskolin nachgewiesen werden kann. Dopamin-Rezeptoren verschiedener
Organismen (HsDopRI, V und DmDopRIl) wurden funktionell exprimiert und
es wurde Uberprift, ob mit Hilfe der verwendeten Methode eine ausreichende
Transfektionseffizienz gegeben ist. Nach dieser Etablierung des Systems
konnten die Dopamin-Rezeptoren | und Il von C. felis analysiert werden.

Fir die funktionelle Expression des CfDopRII in HEK293-Zellen wurde der
Rezeptor in den pcDNA3.1(+) kloniert (2.2.4.7). Die Zellen wurden transient
mit diesem Konstrukt transfiziert (2.4.4) und anschliefend mit Dopamin-
Lésungen verschiedener Konzentrationen inkubiert (2.4.7). Mit Hilfe des
cAMP Biotrak Enzymimmunoassays (Amersham Biosciences, Buckingham-
shire, UK) wurde der intrazellulare cAMP-Spiegel der HEK293-Zellen
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bestimmt (2.4.8). Fur die Quantifizierung des basalen cAMP-Wertes wurden
transfizierte Zellen ohne Dopamin-Inkubation im cAMP-Assay eingesetzt. Als
eine weitere Kontrolle wurden untransfizierte Zellen mit einer Dopamin-
Losung inkubiert. Da die Zellen keine Erhohung des intrazellularen cAMP-
Spiegels zeigten, konnte eine Interaktion zwischen dem Liganden Dopamin
und einem endogenen Rezeptor ausgeschlossen werden (Daten nicht
gezeigt). Es ist beschrieben, dass durch die Transfektion von HEK293-Zellen
endogene Rezeptor-Populationen exprimiert werden, die auf Dopamin
ansprechen (Beggs et al., 2005). Aus diesem Grund wurden fir alle Experi-
mente zwei Kontrollen durchgefuhrt: Zum einen wurde eine Transfektion ohne
DNA durchgefuhrt (mock transfection) (Daten nicht gezeigt). Zum anderen
wurden HEK293-Zellen mit dem leeren Expressionsvektor pcDNA3.1 (+)
transfiziert. In beiden Fallen wurden die Zellen mit Dopamin-Losungen unter-
schiedlicher Konzentrationen inkubiert und der cAMP-Gehalt wurde bestimmt.
Der Vergleich der Kontrollen mit den CfDopRII-transfizierten Zellen ergab,
dass der intrazellulare cAMP-Spiegel der Rezeptor-exprimierenden Zellen
signifikant erhdéht war in Abhangigkeit von der eingesetzten Dopamin-
Konzentration (Abb. 3.16). Wie erwartet war fur beide Kontrollen ein leichter
Anstieg der cAMP-Konzentrationen zu beobachten, allerdings lag dieser
Anstieg deutlich niedriger als bei CfDopRII exprimierenden Zellen. Mit Hilfe
dieser Werte konnte eine Dosisabhangigkeitskurve erstellt werden (Abb.
3.17). Der ECsp stellt die Konzentration eines Agonisten dar, bei der eine
halbmaximale Antwort erzeugt wird. Zur Berechnung des ECso-Wertes wurde
der cAMP-Gehalt der pcDNA3.1 (+) transfizierten Zellen von den Werten der
CfDopRII exprimierenden Zellen abgezogen. Der hochste Wert wurde gleich
hundert Prozent gesetzt und mit der Software Excel Fit wurde der ECsg
bestimmt (Abb. 3.18). Der ECs5o des CfDopRII betragt 2,4 yM Dopamin.
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Abb. 3.16. Funktionelle Expression des CfDopRIl in HEK293-Zellen. Im Vergleich zu
den Kontrollen, welche mit dem leeren pcDNA3.1 (+) transfiziert wurden, und den Basal-
werten ohne Dopamin-Inkubation zeigen die CfDopRIl-transfizierten Zellen einen
signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP-Gehalts in Abhangigkeit von der
Dopamin-Konzentration. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten
bestatigt. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen und der biologischen
Variabilitat der HEK293-Zellen wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen fir
ein representatives Experiment berechnet.
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Abb. 3.17. Dosisabhéngikeitskurve des CfDopRIl. Die Daten der funktionellen
Expression des CfDopRIl (Abb. 3.16) wurden zur Erstellung einer Dosisabhangigkeits-
kurve verwendet.
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Abb. 3.18. Bestimmung des ECso-Wertes des CfDopRIl. Fiir die Berechnung wurden
die Werte der pcDNA3.1 (+)-transfizierten Zellen von den Werten der CfDopRII-transfi-
zierten Zellen abgezogen. Darliber hinaus wurde der hochste Wert gleich hundert
Prozent gesetzt. Mit Hilfe der Software Excel Fit wurde der ECsp bestimmt. Er betragt
2,4 yM Dopamin.

Rezeptoren fur biogene Amine kdnnen zum Teil durch mehrere Liganden
aktiviert werden. Aus diesem Grund sollte Uberpruft werden, ob Dopamin tat-
sachlich der Ligand mit der hochsten Effektivitat ist. Die in Abbildung 3.19 ge-
zeigten biogenen Amine wurden ausgewahlt, um den Effekt auf den CfDopRII
zu testen.
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Abb. 3.19. Biogene Amine. Die gezeigten biogenen Amine wurden auf ihre Fahigkeit
den CfDopRII zu aktivieren getestet.

HEK293-Zellen wurden mit dem CfDopRII transfiziert und anschlielend mit
Ldsungen der biogenen Amine (10 uM) inkubiert. Es ist beschrieben, dass
HEK293-Zellen wahrscheinlich durch endogene adrenerge Rezeptoren auf
eine Inkubation mit Norepinephrin reagieren (Beggs et al., 2005; Gerhardt et
al., 1997; Ohta et al., 2003; Grohmann et al., 2003). Aus diesem Grund ist ein
starker Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration sowohl in CfDopRII
transfizierten als auch in pcDNAS3.1 (+) transfizierten Zellen nach Behandlung
mit Norepinephrin zu beobachten. Schliet man dieses Ergebnis aus der
Betrachtung aus, so ist Dopamin der Ligand mit der hochsten Aktivitat. Der
Effekt der Ubrigen biogenen Amine nahm in folgender Reihenfolge ab:
Dopamin > Tyramin > Octopamin > Serotonin (Abb. 3.20). Dieses Ergebnis
bestatigt, dass der CfDopRII ein Dopamin-Rezeptor ist.
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Abb. 3.20. Test der Effektivitat verschiedener biogener Amine auf den CfDopRIl.
Norepinephrin spricht endogene adrenerge Rezeptoren der HEK293-Zellen an, weshalb
sowohl die Kontrolle der pcDNA3.1 (+) transfizierten Zellen als auch die CfDopRII-transfi-
zierten Zellen stark erhdhte cAMP-Konzentrationen aufweisen. Davon abgesehen ist
Dopamin der Ligand mit dem hdchsten Effekt. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangi-
gen Experimenten bestatigt. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen und der
biologischen Variabilitdt der HEK293-Zellen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichungen fiir ein representatives Experiment berechnet.

3.7 Funktionelle Expression des CfDopRI in HEK293-Zellen

An die Charakterisierung des CfDopRII schloss sich die Analyse des zweiten
D1-ahnlichen Dopamin-Rezeptors des Flohs C. felis an. Fir die funktionelle
Expression des CfDopRI wurde die gleiche Vorgehensweise wie flr den
CfDopRII gewahlt: Der Rezeptor wurde in den pcDNA3.1 (+) kloniert (2.2.4.7),
der zur transienten Transfektion der HEK293-Zellen verwendet wurde (2.4.4).
Die Stimulation erfolgte mit verschieden konzentrierten Dopamin-Losungen
(2.4.7) und die cAMP-Konzentrationen wurden mit dem cAMP Biotrak
Enzymimmunoassay (Amersham Bioscienes, Buckinghamshire, UK) bestimmt
(2.4.8). Als Kontrollen wurden HEK293-Zellen ohne DNA (mock transfection)
(Daten nicht gezeigt) bzw. mit dem leeren Vektor pcDNA3.1 (+) transfiziert
und mit Dopamin-Losungen inkubiert. Der Vergleich von Kontrollen und
CfDopRI transfizierten Kontrollen zeigte, dass in Abhangigkeit vom Rezeptor
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und den eingesetzten Dopamin-Konzentrationen die cAMP-Konzentration
signifikant anstieg (Abb. 3.21). Anschliefend wurde eine Dosisabhangigkeits-
kurve erstellt (Abb. 3.22). Zur Berechnung des ECso-Wertes wurde die cAMP-
Konzentration der pcDNA3.1 (+)-transfizierten Zellen von den Werten der
CfDopRI exprimierenden Zellen abgezogen. Der hochste Wert wurde gleich
hundert Prozent gesetzt und mit der Software Excel Fit wurde der ECs
bestimmt (Abb. 3.23). Der ECsy des CfDopRI betragt 0,12 yM Dopamin.

Fir den CfDopRI wurden ebenfalls andere biogene Amine auf ihre Aktivitat
gestestet. Allerdings wurde Norepinephrin bei diesem Experiment nicht
berucksichtigt, da bereits nachgewiesen wurde, dass dieses biogene Amin
endogene Rezeptoren der HEK293-Zellen anspricht (Abb. 3.20). Dopamin ist
der Ligand, welcher eindeutig den hochsten Effekt in CfDopRI-transfizierten
Zellen auslost. Ein geringer Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration
wird durch Tyramin verursacht. Durch Serotonin und Octopamin ist nur eine
sehr geringe Steigerung des cAMP-Gehalts zu beobachten (Abb. 3.24).
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Abb. 3.21. Funktionelle Expression des CfDopRI in HEK293-Zellen. CfDopRI-transfi-
zierte Zellen zeigten im Vergleich zu den Kontrollen einen signifikanten Anstieg der intra-
zelluldaren cAMP-Konzentration in Abhangigkeit von der Dopamin-Konzentration. Die
Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experimenten bestatigt. Aufgrund unterschied-
licher Transfektionseffizienzen und der biologischen Variabilitat der HEK293-Zellen
wurden die Mittelwerte und die Standardabweichungen fiir ein representatives Experi-
ment berechnet.

120



Ergebnisse

cAMP [fmol/well]
N
o
o
|
-

0.0001 0.01 1 100
Dopamin Konzentration [uM]

Abb. 3.22. Dosisabhéngigkeitskurve des CfDopRI. Mit den Daten der funktionellen
Expression des CfDopRI (Abb. 3.21) wurde eine Dosisabhangigkeitskurve erstellt.
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Abb. 3.23. Bestimmung des ECso-Wertes des CfDopRI. Fir die Berechnung wurden
die cAMP-Konzentrationen der pcDNA3.1 (+)-transfizierten Zellen von den Konzentra-
tionen der CfDopRIl-transfizierten Zellen abgezogen. Der héchste Wert wurde gleich
hundert Prozent gesetzt. Mit Hilfe der Software Excel Fit wurde der ECs bestimmt. Er
betragt 0,12 uM Dopamin.
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Abb. 3.24. Test der Effektivitat verschiedener biogener Amine auf den CfDopRI.
Dopamin verursacht eindeutig den hochsten Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentra-
tion in CfDopRI-transfizierten Zellen. Ein geringfiigiger Effekt ist auch durch Inkubation
mit Tyramin zu beobachten. Serotonin und Octopamin verursachen beide einen sehr
geringen Anstieg des cAMP-Spiegels. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangigen
Experimenten bestatigt. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen und der
biologischen Variabilitdt der HEK293-Zellen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichungen fir ein representatives Experiment berechnet.

Zusammenfassend konnten die drei Dopamin-Rezeptoren CfDopRI, Il und I
des Flohs identifziert und klassifiziert werden. Die D1-ahnlichen Rezeptoren
wurden funktionell exprimiert und charakterisiert. Der CfDopRIl wurde sowohl
in Oozyten von X. laevis als auch in HEK293-Zellen funktionell exprimiert.
Nach Etablierung dieser Expressionssysteme konnte auch die Funktionalitat
des CfDopRI in HEK293-Zellen erfolgreich analysiert werden.
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3.8 In vivo RNAIi-Analyse der Dopamin-Rezeptoren von D.
melanogaster

Bei der Verwendung von in vitro Analysen werden Gene eines Organismus
isoliert und in geeigneten Expressions-Systemen wie HEK293-Zellen oder
den Oozyten von X. laevis charakterisiert. Mit Hilfe solcher Experimente
konnen die funktionellen Eigenschaften eines Proteins in einer artifiziellen
Umgebung bestimmt werden. Durch in vitro Experimente kann hingegen nicht
bestimmt werden, welche Bedeutung das Protein fur den urspringlichen
Organismus hat. Eine solche Analyse kann jedoch durch in vivo Experimente
durchgefuhrt werden (Bohm et al., 2002). Allerdings ist im Floh derzeit keine
in vivo Analyse von Genen mdglich, da die genetische Transformation dieses
Insekts bisher nicht etabliert ist. Aus diesem Grund wurde die in vivo Analyse
im Modell-Organismus D. melanogaster durchgefuhrt. Bisher wurden keine
knock-out Mutanten fir die Dopamin-Rezeptoren I, Il und Il von D.
melanogaster (DmDopRI, Il und Ill) beschrieben. Neben der Mutagenese
besteht die Moglichkeit durch RNA interference (RNAi, Kennerdell und
Carthew, 2000; Gura, 2000) spezifisch Gene der Fliegen zu reprimieren
(knock-down). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung dieser Rezep-
toren fur die Fruchtfliege durch knock-downs bestimmt werden. Um gezielt die
Expression von Genen mittels RNA interference zu reprimieren, wurden
transgene Fliegen hergestellt. Diese besitzen ein genspezifisches hairpin-
Konstrukt als Insertion im Genom. Durch die Expression dieses Konstrukts
bildet sich doppelstrangige RNA, welche zur spezifischen Degradation der
MRNA des entsprechenden endogenen Gens fuhrt (Abb. 3.25). So kann die
MRNA des endogenen Gens nicht oder nur in einem stark verminderten Maf}
zu einem funktionellen Protein translatiert werden. Durch die anzunehmende
funktionelle Ahnlichkeit zwischen den Insekten D. melanogaster und C. felis
sollte die Analyse Rickschlisse auf die Bedeutung der Orthologen des Flohs
(CfDopRI, Il und IIl) ermdglichen.
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Abb. 3.25. Vergleich einer Wildtyp-Fliege mit einer transgenen RNAi-Fliege. Die Expression des transgenen hairpin-Konstrukts in den modifi-
zierten Fliegen flhrt zur Bildung von dsRNA. Diese induziert die spezifische Degradation der mRNA des entsprechenden endogenen Gens und die

mRNA kann nicht zu einem funktionellen Protein translatiert werden. Allerdings werden nicht alle mMRNA-Molekiile des spezifischen Gens degradiert,
weshalb es zu einem knock-down der Expression kommt.
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3.8.1 Herstellung der transgenen RNAI-Fliegen

Fir die Herstellung von hairpin-Konstrukten wurde der Vektor pUASTI
(freundlicher Weise von Amin Ghabrial zur Verfigung gestellt, Stanford
University; siehe Anhang) verwendet. Der pUASTi-Vektor ist ein Transforma-
tionsvektor zur Herstellung transgener Fliegenlinien. Zunachst wurden Frag-
mente der zu analysierenden Gene in einer PCR amplifiziert und in einer
ersten Klonierung in den pUASTI-Vektor eingefugt. Im zweiten Schritt wurde
das gleiche Fragment in umgekehrter Orientierung einkloniert, so dass eine
tail-to-tail-Orientierung der Fragmente entstand (Abb. 3.26). Die gerichtete
Klonierung der Fragmente erfolgte dabei mit Hilfe von spezifischen
Restriktionsschnittstellen, die in den PCR-Amplifikationen den Fragmenten
durch verlangerte primer angehangt wurden. Das Intron des pUASTi-Vektors
fungierte als spacer, wodurch die Rekombinationswahrscheinlichkeit der
hairpin-Konstrukte nach Transformation in Bakterien stark reduziert wurde.

pUASTI Intron

I 1. Klonierung

PUASTi e

I 2. Klonierung

PUASTI Intran

Abb. 3.26. Schema der hairpin-Klonierung im pUASTi-Vektor. Ein 500-800 bp langes
Fragment des jeweiligen Zielgens wird in zwei Klonierungsschritten zunachst in 3’-5’- und
anschlieBend in 5-3'-Orientierung in den Vektor inseriert, so dass eine tail-to-tail-Orien-
tierung der Fragmente vorliegt.

Die hier beschriebene Transformation von D. melanogaster beruht auf der
Transposase-abhangigen Integration eines P-Elements. Mit Hilfe der
Transposase kdnnen Sequenzen, die von inverted repeat-Sequenzen flankiert
werden, an eine zufallige Position im Genom von D. melanogaster integriert
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werden. Zur Transformation von D. melanogaster werden zwei Vektoren
verwendet: Der P-Element Vektor enthalt, flankiert von inverted repeats, die
Sequenzen, die transformiert werden sollen (im Fall des pUASTi das hairpin-
Konstrukt). Als Markergen wird das mini white Gen verwendet, das flr rote
Augen codiert. Der zweite Vektor (Helferplasmid) codiert fir das Enzym
Transposase, enthalt aber keine inverted repeats, damit diese Sequenz nicht
in das Genom eingebaut wird (Abb. 3.27).

A) B)

fragment mini white transposase

P-Element- Helfer-
Vektor plasmid

IR’ QIR

Abb. 3.27. Vektoren fir die genetische Transformation von D. melanogaster. A) Im
P-Element-Vektor wird das zu transformierende Fragment von Inverted Repeats (IR)
flankiert. Aullerdem enthalt er ein Markergen (mini-white-Gen), das der Selektion von
transgenen Fliegen Uber die Augenfarbe dient. Der P-Element-Vektor codiert nicht fir
Transposase. B) Das Helferplasmid enthalt den codierenden Teil der Transposase, die
die Integration des IR-flankierten Bereichs in das Genom von D. melanogaster ermdg-
licht.

Fir die Herstellung transgener RNAIi-Fliegen wurde ein Gemisch des pUASTi-
Vektors mit den jeweiligen hairpin-Konstrukten und des Helfervektors in
Transposase-defiziente Embryonen von D. melanogaster injiziert. Die
Injektion erfolgte in einen Bereich, in dem sich die Polzellen (spatere Keim-
zellen) bilden. Zu diesem Zeitpunkt sind noch keine Zellgrenzen ausgebildet.
In einem kurzen Zeitfenster wird das Transposase-Gen des Helfervektors
exprimiert und vermittelt die genomische Integration des P-Elements in das
Genom von Polzellen. Diese Insertion ist stabil, da die transformierten Fliegen
nicht Uber Transposase verflugen. In Abb. 3.28 ist die genetische Transforma-
tion von D. melanogaster zur Etablierung transgener Fliegenlinien dargestellt.
In der FO-Generation nach der Injektion sind noch keine transgenen Fliegen
identifizierbar, da das P-Element nur in den Keimzellen vorhanden ist. Erst die
Kreuzung mit white” Fliegen flhrt in der F1-Generation zur Selektion von
transgenen Fliegen anhand der roten Augen, welche durch die Transforma-
tion des Markergens white entstehen (zur Beschreibung der exakten Durch-
fuhrung siehe 2.6.4).
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Abb. 3.28. Genetische Transformation von D. melanogaster zur Etablierung trans-
gener Fliegenlinien. In der ersten Generation (FO) nach Injektion der beiden Plasmide in
den Embryo sind transgene Fliegen noch nicht anhand der Augenfarbe erkennbar, erst in
der F1-Generation ist das P-Element in allen Zellen vorhanden. Transgene Fliegen sind
anhand der roten Augenfarbe zu erkennen und kénnen mit balancer-Linien stabilisiert
werden.

Die P-Element-Insertionen im Genom der transformierten Fliegenlinien
wurden durch Kreuzungen mit balancer-Linien stabilisiert. Balancer sind spe-
zielle Chromosomen, die Rekombinationsereignisse zwischen Schwester-
chromosomen verhindern und damit die Insertion des P-Elements stabilisie-
ren. Sie sind homozygot nicht lebensfahig. Durch dominante Marker ermogli-
chen balancer-Chromosomen in Kombination mit ausgewahlten Kreuzungs-
experimenten einen Rlckschluss auf den Insertionsort des P-Elements (zur
Beschreibung der exakten Durchfihrung siehe 2.6.4). Die auf diese Weise
hergestellten transgenen Fliegenlinien sind in Tabelle 3.6 aufgelistet. Sie gibt
an, auf welchem Chromosom die Insertion des P-Elements bei den einzelnen
Linien stattgefunden hat.
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Tab. 3.6. Hergestellte transgene Fliegenlinien.

Linie

Zielprotein

Insertionsort

Eigenschaften
homozygot lebensfahig = +

Chromosom heterozygot lebensfahig = -
1 pfk 3. +
2 pfk 2. +
3 pfk 3. +
4 pfk 3. -
5 pfk 3. +
6 white 2. +
7 white 3. +
8 white 2. +
9 white 3. +
10 white 3. +
11 white 3. +
12 white 2. -
13 DmDopRI 2. +
14 DmDopRI 2. +
15 DmDopRI 2. +
16 DmDopRI 2. +
17 DmDopRI 3. +
18 DmDopRI 3. +
19 DmDopRII 3. +
20 DmDopRII 3. +
21 DmDopRII 3. +
22 DmDopRlI 2. +
23 DmDopRilli 3. -
24 DmDopRilli 3. -
25 DmDopRilli 2. +
26 DmDopRilli 3. +

Die Tabelle gibt an, auf welchem Chromosom das P-Element integriert wurde und ob die
jeweilige Fliegenlinie homozygot lebensfahig ist.
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3.8.2 Aktivierung der Expression des hairpin-Konstrukts durch das
UAS-GAL4-System

Die in das Genom von D. melanogaster integrierten hairpin-Konstrukte stehen
in Abhangigkeit von UAS-Elementen (upstream activating sequences). Das
bedeutet, dass die Transkription des downstream liegenden hairpin-
Konstrukts erst nach der Kreuzung der RNAI-Fliegen (Effektorlinie) mit den
Fliegen einer Treiberlinie ablaufen kann. Treiberlinien besitzen ein Gen,
welches fur den Transkriptionsfaktor GAL4 codiert. Dieser bindet an die UAS-
Elemente und induziert die Transkription der downstream liegenden Sequen-
zen (Brand und Perrimon, 1993). Zur Aktivierung wurden die RNAi-Fliegenli-
nien mit den Treiberlinien actin- und tubulin-GAL4 gekreuzt (Abb. 3.29).

Treiberlinie Effektorlinie

== Promotor

Abb. 3.29. Das UAS-GAL4-System. Das System basiert auf zwei separaten transgenen
Fliegenlinien (Treiber- und Effektorlinie), die jeweils alleine inaktiv sind. In der Treiberlinie
wird das GAL4-Protein in Anhangigkeit eines endogenen enhancers exprimiert. In der
Effektorlinie steht ein Gen oder RNAi-Konstrukt in Abhangigkeit von finf hintereinander
angeordneter GAL4-Bindungsstellen, die als UAS-Elemente (upstream activating
sequences) bezeichnet werden. Werden Treiber- und Effektorlinie miteinander verpaart,
wird in der folgenden Generation der Transkriptionsaktivator GAL4 exprimiert. Dieser
bindet an UAS-Sequenzen und aktiviert damit die Expression des UAS-abhangigen Gens
(modifiziert nach: Brand und Perrimon, 1993).
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Die Treiberlinien exprimieren den Transkriptionsfaktor GAL4 als Transgen in
Abhangigkeit ubiquitarer Promotoren. Der actin-GAL4-Treiber ist auf dem
zweiten Chromosom Uuber den balancer CyO (Curly of Oyster) mit dem
dominanten Marker Cy stabilisiert. Alle Fliegen dieser Linie haben daher nach
oben gekrummte Flugel. In der anderen unabhangigen Treiberlinie steht der
GAL4-Transkriptionsfaktor in Abhangigkeit des Promotors des tubulin-Gens,
welcher ebenfalls zu einer ubiquitaren Expression fuhrt. In dieser Linie ist das
Transgen auf dem dritten Chromosom uber TM3Sb (third multiple #3) mit dem
dominanten Marker Sb (stubble bristle) stabilisiert. Die Fliegen dieser Linie
haben kurze und dicke Ruckenhaare. Bei der Verwendung dieser Treiberli-
nien ist zu beachten, dass sowohl der dominante Marker des balancers als
auch das Transgen (Treiber) in homozygoter Form letal sind. Somit sind nur
die Fliegen mit dem heterozygoten Treiber bzw. balancer lebensfahig.

Durch die Kreuzung der nur heterozygot lebensfahigen Treiberlinien mit
homozygot lebensfahigen UAS-RNAI-Linien wurde an alle Nachkommen das
RNAi-Konstrukt und an 50% der Nachkommen der dominante Marker der
Treiberlinie weitergegeben. In diesen Fliegen war RNAIi entsprechend nicht
aktiv, sie dienten als interne Kontrolle. Die ubrigen Nachkommen enthielten
dagegen den Treiber actin- bzw. tubulin-GAL4, der die Expression des UAS-
abhangigen hairpin-Konstrukts aktivieren und damit einen genspezifischen
knock-down des zu untersuchenden Gens induzieren sollte. Auch im Fall von
100%-iger Letalitét, induziert durch den RNAIi-Effekt, wirden aus der
Kreuzung der heterozygoten Treiberlinie mit einer homozygoten Effektorlinie
50% aller Nachkommen Uuberleben (Abb. 3.30). Diese waren durch den
dominanten Marker der Treiberlinie gekennzeichnet, d.h. es konnte 100%-ige,
durch RNAi vermittelte Letalitat gezeigt werden, wenn alle Uberlebenden
Nachkommen im adulten Stadium den dominanten Marker der fur die
Kreuzung eingesetzten Treiberlinie tragen wurden. Die 50%, die den Treiber
enthielten, wirden entsprechend vor Erreichung des adulten Stadiums
sterben. Ein ausgeglichenes Verhaltnis von F1-Fliegen, die den dominanten
Marker der Treiberlinie enthielten, zu solchen, die keinen Marker enthielten,
wurde dagegen keine RNAI vermittelte Letalitat anzeigen.
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A) Keine Letalitat B) Maximale Letalitét
Treiberlinie: Effektorlinie: Treiberlinie: Effektorlinie:
X X
actinGAL4 UAS —RNAi actinGAL4 UAS —RNA|
CyO UAS —RNAI CyO UAS —RNAI
F1-Generation: F1-Generation:
UAS - RNAI UAS —-RNAI UAS - RNAI UAS —RNAi
actinGAL4 CyO acj L4 CyO
Prozentualer Anteil der Fliegen:
50%: RNAI aktiv 50%: RNAI 0%: RNAI aktiv 100%: RNAI
inaktiv inaktiv
+ Treiber - Treiber + Treiber - Treiber

Abb. 3.30. Phanotypen, die aus Kreuzungen einer heterozygoten Treiberlinie actin-
GAL4 mit homozygoten UAS-RNAI-Linien resultieren. Kreuzt man die heterozygote
Treiberlinie actin-GAL4 mit einer homozygoten Effektorlinie, enthalten alle Nachkommen
das RNAi-Konstrukt, wahrend nur 50% den Treiber enthalten (RNAi ist in diesen Fliegen
aktiv). Die Gbrigen Nachkommen enthalten den dominanten Marker der Treiberlinie Cy. In
diesen Fliegen kann der RNAi-Mechanismus aufgrund der Abwesenheit des Treibers
nicht aktiviert werden. Falls durch den RNAi-Mechanismus keine Letalitadt induziert
werden kann, treten sowohl Nachkommen mit als auch ohne den dominanten Marker auf
(Fall A). Im Fall von 100%-iger, durch RNAI induzierter Letalitat treten nur Fliegen mit
dem dominanten Marker der Treiberlinie auf (Fall B). Entsprechendes gilt fir die Treiber-
linie tubulin-GAL4 mit dem dominanten Marker Sb.

Nach ca. 5 Tagen wurden die FO-Fliegen, die in die Kreuzung eingesetzt
wurden, aus den Plastikrohrchen entfernt. Die geschlipften F1-Fliegen
wurden anschlieBend hinsichtlich ihres Phanotyps untersucht. Aus dem
Verhaltnis der Phanotypen der adulten F1-Fliegen konnte die durch RNAi
vermittelte Letalitat in % nach folgender Formel berechnet werden:

actin-GAL4 als Treiberlinie:

Anzahl(Cy) — Anzahl(RNAI) , 100
Anzahl(Cy)

Letalitat[%)] =
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tubulin-GAL4 als Treiberlinie:
Anzahl(Sb) — Anzahl(RNAI) 100

Letalitat[%] =
Anzahl(Sb)

Bei der Transformation der Fliegen erfolgt die Insertion der Konstrukte
zufallig. Deshalb kann nicht gesteuert werden, an welcher Stelle die hairpin-
Konstrukte im Genom eingebaut werden und von welchen regulatorischen
Elementen diese beeinflusst werden. Die in der Tabelle 3.7 aufgefihrten Flie-
genlinien wurden alle durch unabhangige Transformationsereignisse
gewonnen, was bedeutet, dass der Insertionsort im Genom bei allen Linien
unterschiedlich ist. Samtliche homozygot lebensfahigen Linien wurden daher
in unabhangigen Ansatzen mit den Treiberlinien actin GAL4 und tubulin GAL4
gekreuzt und die Letalitat der Fliegen wurde quantifiziert. In Tabelle 3.8 sind
die Ergebnisse der einzelnen Kreuzungen angegeben. Durch die Berechnung
des Mittelwerts der Letalitat aus verschiedenen Kreuzungen unabhangiger
RNAI-Fliegenlinien kdnnen Effekte durch regulatorische Elemente minimiert
werden.

Mit Hilfe von Kontrollen sollte bewiesen werden, dass die Bedeutung der
Gene mit der Lebensfahigkeit der Fliegen korreliert. Dafur wurden zwei Kon-
trollgene ausgewahlt, wobei das eine (white) nicht essentiell und das andere
(pfk) essentiell war. Das Gen pfk hat durch seine Schllsselstellung in der
Glykolyse eine essentielle Bedeutung flur die Fliegen (Voet und Voet, 1994;
Currie und Sullivan, 1994).

Die Repression des pfk-Gens fuhrte zur erwarteten Letalitdt von 100 % in
allen Kreuzungen. Dagegen ist das white-Gen der Fruchtfliegen fur die Einla-
gerung des roten Augenfarbstoffs in die Ocellen verantwortlich und ist somit
an keiner essentiellen Reaktion beteiligt. Der knock-down dieses Gens fuhrte
zu dem charakteristischen white-eye-Phanotyp mit weil3en Augen der Fliegen
(Daten nicht gezeigt). Es war keine signifikante Letalitat dieser Fliegen zu
beobachten. Mit diesen Kontrollen konnte gezeigt werden, dass der knock-
down eines essentiellen Gens in RNAI-Fliegen zur Letalitat fuhrt. Die Repres-
sion nicht essentieller Gene kann zwar zu einem sichtbaren Phanotyp fuhren,
aber es wird keine Letalitat verursacht.
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Tab.3.7. Letalitat der RNAi-Linien nach der Kreuzung mit den Treiberlinien actin-GAL4 und tubulin-GALA4.

Letalitat [%]

Zielprotein Treiberlinie Linie
A B C D E F
actin-GAL4 100 0 100 77 62 58
DmDopRI
tubulin-GAL4 100 0 49 69 72 68
actin-GAL4 98 3 60 48 - -
DmDopRII
tubulin-GAL4 74 23 70 34 - -
actin-GAL4 0 0 0 0 - -
DmDopRIIi
tubulin-GAL4 42 0 19 0 - -
Phosphofrukto- actin-GAL4 100 100 100 100 100 100
kinase tubulin-GAL4 100 100 100 100 100 100
actin-GAL4 0 0 4 0 0 0
White
tubulin-GAL4 0 18 0 0 0 0
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Tab. 3.8. Durchschnittliche Letalitat der knock-down-Ansétze fur die Gene
DmDopRI, I und lll sowie der Kontrollgene.
Treiberlinie

actin-GAL4 tubulin-GAL4

Letalitat [%] Letalitat [%]
DmDopRI 66 59
DmDopRII 52 50
DmDopRIII 0 30
Phosphofructokinase 100 100
White 1 3

Der knock-down der Rezeptoren DmDopRI, DmDopRIlI bzw. DmDopRIli
fuhrte zu Letalitats-Werten, die zwischen den Ergebnissen der beiden Kon-
trollgene pfk und white lagen. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Kreuzun-
gen mit den beiden Treiberlinien actin-GAL4 und tubulin-GAL4 waren ver-
gleichbar. In Tabelle 3.8 sind die Durchschnittswerte aufgefuhrt. Daraus ergibt
sich, dass keiner der drei Dopamin-Rezeptoren eine vergleichbar essentielle
Funktion besitzt wie die Phosphofructokinase. Allerdings ist die Funktion
dieser GPCRs nicht im gleichen Mal3e verzichtbar wie im Fall des white-Gens,
da vor allem fir die Dopamin-Rezeptoren | und Il eine deutliche Reduktion der
Lebensfahigkeit der Fliegen zu beobachten war. Der hochste Effekt war fur
den knock-down des DmDopRI zu beobachten, gefolgt vom DmDopRII. Die
geringste Letalitat trat bei der Repression des DmDopRIIl auf. Mit Hilfe des
RNAi-Ansatzes konnte also fur jeden einzelnen Dopamin-Rezeptor von D.
melanogaster gezeigt werden, dass der knock-down zu einer reduzierten
Lebensfahigkeit der Fliegen fuhrt. Der Schluss liegt nahe, dass die orthologen
Rezeptoren CfDopRI, Il und Il eine vergleichbare Bedeutung fur den Floh
besitzen.
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3.9 Homologie-Modellierung und rationales Wirkstoff-
Design

Nachdem die GPCRs CfDopRIl und CfDopRIlI funktionell charakterisiert
worden waren, sollte getestet werden, ob mit Hilfe chemoinformatischer
Methoden neue antagonistische Substanzen gefunden werden koénnen.
Hierfur wurde der CfDopRI ausgewahlt, da dieser in transfizierten HEK293-
Zellen bei Aktivierung zu hoheren cAMP-Konzentrationen flhrte als der
CfDopRII und somit besser flir den Test von Antagonisten geeignet war. In
der Abteilung BioChemlInformatics haben Dr. Anette Klinger und Dr. Jorg
Cramer in Kooperation mit Prof. Dr. Didier Rognan (CNRS, lllkirch) ein 3D-
Modell des CfDopRI erstellt und anschlieliend samtliche chemoinformatische
Arbeiten durchgefuhrt. Das Modell wurde mit Hilfe des Programms GPCRmod
(Bissantz et al., 2004) berechnet. Bisher konnte nur eine GPCR-Struktur und
zwar von Rinder-Rhodopsin (Palczewski et al., 2000) mittels Rontgenstruktur-
analyse aufgeklart werden. Da allerdings Dopamin-Rezeptoren wie das
Rinder-Rhodopsin zur ersten Klasse der Rhodopsin-ahnlichen Rezeptoren
zahlen, ist eine ausreichende Konservierung gegeben. Basierend auf dem
Wissen Uber die Struktur des Rinder-Rhodopsins wurde ein dreidimensionales
Modell des CfDopRI angefertigt. Die extra- und intrazellularen Schleifen
wurden dabei nicht berucksichtigt, weil diese Bereiche gering konserviert sind.
So wurde ein Modell der raumlichen Ausrichtung der sieben Transmembran-
Helices erstellt. Die Abbildung 3.31 zeigt das Modell der Transmembran-
Helices des CfDopRI sowie die Aminosauren, welche an der Interaktion mit
Dopamin beteiligt sind. Der natirliche Ligand Dopamin ist ebenfalls darge-
stellt. Abbildung 3.32 zeigt das Modell in Aufsicht ohne den Liganden.
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Abb. 3.31. Homologie-Modell der Transmembran-Helices des CfDopRI mit einge-
passtem Dopamin (Seitenansicht). (A) Die raumliche Ausrichtung der Serin-Reste
(Ser5.42, Ser5.43 und Ser5.46) und des Aspartat-Restes (Asp3.32) im Verhaltnis zum
natirlichen Liganden Dopamin ist gezeigt. (B) Ausschnittsvergrofierung des Interaktions-
bereichs zwischen Protein und Ligand. Die Nummerierung der Aminosauren erfolgt
ensprechend der Zugehorigkeit zu einer Transmembran-Helix, z.B. Ser5.42 gehort zur

TM5 und ist der 42. Rest dieser Helix.
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Abb. 3.32. Homologie-Modell der dreidimensionalen Ausrichtung der Transmem-
bran-Helices des CfDopRI (Aufsicht). Die raumliche Ausrichtung der Serin-Reste
(Ser5.42, Ser5.43 und Ser5.46) und des Aspartat-Restes (Asp3.32) sind dargestellt, da
diese mit dem naturlichen Liganden Dopamin interagieren.

Flr humane Dopamin-Rezeptoren sind aufgrund der Parkinson-Erkrankung
zahlreiche Agonisten aber auch Antagonisten beschrieben (Kassack et al.,
2002). Die antagonistische Substanz SCH23390 wirkt spezifisch auf D1-
ahnliche Dopamin-Rezeptoren (Feng et al., 1996). Es sollte Uberpruft werden,
ob diese Substanz auch antagonistisch auf den CfDopRI wirkt. Deshalb
wurden wie unter 3.7 bereits beschrieben HEK293-Zellen transient mit dem
CfDopRI transfiziert und mit Dopamin Lésungen verschiedener Konzentratio-
nen behandelt. Der Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels wurde mit Hilfe
des cAMP Biotrak Enzym Immunoassay (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) quantifziert. Zur Untersuchung der Wirkung von
SCH23390 wurden im Vergleich die CfDopRI-transfizierten Zellen zunachst
mit einer 10 uM Losung des Antagonisten inkubiert und anschlieRend mit
Dopamin LoOsungen verschiedener Konzentrationen. Der Vergleich zeigte,
dass SCH23390 den Anstieg der cAMP-Konzentration signifikant reduzierte
(Abb. 3.33). Der Wirkstoff SCH23390 wurde in das Modell des CfDopRI ein-
gepasst, um die Interaktionen zwischen dem Antagonisten und dem Rezeptor
zu Uberprufen (Abb. 3.34).
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Abb. 3.33. Funktionelle Expression des CfDopRI und Uberpriifung der antagonisti-
schen Wirkung der Substanz SCH23390. HEK293-Zellen wurden transient mit
CfDopRI transfiziert und mit verschieden konzentrierten Dopamin-L&sungen inkubiert.
Gleichzeitig wurden ebenfalls CfDopRI-exprimierende Zellen zunachst mit einer 10 yM
Lésung des Antagonisten SCH23390 und anschlieend mit den Dopamin-Lésungen ver-
schiedenen Konzentrationen inkubiert. Man kann deutlich die Reduktion der Antwort
durch den Antagonisten erkennen. Die Ergebnisse wurden in drei unabhangigen Experi-
menten bestatigt. Aufgrund unterschiedlicher Transfektionseffizienzen und der biologi-
schen Variabilitat der HEK293-Zellen wurden die Mittelwerte und die Standardabwei-
chungen fir ein representatives Experiment berechnet.
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Abb. 3.34. Dreidimensionale Ausrichtung der Transmembran-Helices des CfDopRI
mit eingepasstem SCH23390 (Seitenansicht). (A) Die raumliche Ausrichtung der Serin-
Reste (Ser5.42, Ser5.43 und Ser5.46) und des Aspartat-Restes (Asp3.32) im Verhaltnis
zum eingepassten Antagonisten SCH23390 ist gezeigt. (B) AusschnittsvergroRerung des

Interaktionsbereichs zwischen Protein und dem Antagonisten SCH23390.
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Nach der Erstellung des Modells des CfDopRI wurde ein Pharmakophor-
Modell des Antagonisten SCH23390 erstellt (Abb. 3.35). Ein Pharmakophor-
Modell zeigt die raumliche Ausrichtung von chemischen Eigenschaften von
funktionellen Gruppen (Béhm et al., 2002). In einem solchen Modell wird der
Einflussbereich von den funktionellen Gruppen raumlich als Sphare darge-
stellt. Die Verwendung unterschiedlicher Farben codiert fur verschiedene
chemische Eigenschaften. Rot steht fur positiv geladene oder ionisierbare
Gruppen, Magenta fur einen Wasserstoffbriicken-Donor, Cyan flr hydrophobe
Gruppen und Schwarz fur Bereiche, in denen keine Atome liegen sollen (ex-
cluded volumes). Mit Hilfe eines solchen Modells kénnen virtuelle Substanz-
datenbanken durchsucht werden. Da die Suche mit dem gezeigten Pharma-
kophor-Modell des Antagonisten SCH23390 zu stringent gewesen ware,
wurde ein weiteres Modell erstellt. Dieses beinhaltet nur noch die wichtigsten
chemischen Substrukturen und wird als shape bezeichnet (Abb. 3.36). Mit
diesem Modell wurde eine Substanzdatenbank mit 4,2 Millionen Eintragen
durchsucht. Etwa 7.800 Substanzen ergaben Hits und wurden mit der
Docking-Software GOLD Version 3.0 (Cambridge Crystallographic Data
Centre, CCDC) in das Protein Modell des CfDopRI eingepasst. Weiterhin
wurden diese Hits anhand folgender Kriterien selektiert: Die Interaktionen mit
dem Aspartat-Rest 3.32 und optional mit den Serin-Resten Ser 5.42 bzw. 5.43
und einem Molekulargewicht von hochstens 400 g/mol. Die 18 Substanzen
mit den besten Docking-Losungen wurden ausgewahlt, um ihre antagonisti-
sche Wirkung auf den CfDopRI zu testen. CfDopRI exprimierende HEK293
Zellen wurden zunachst mit einer 20 uM Losung der jeweiligen Substanz
inkubiert und anschlieRend mit einer 10 uM Dopamin-Lésung behandelt. Im
Vergleich wurde der Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels durch Stimu-
lation mit der 10 yM Dopamin-Losung gemessen. Eine der 18 Substanzen
reduzierte die Antwort um 30 %. Das bedeutet, dass bereits mit diesem
Ansatz eine Substanz mit antagonistischer Wirkung auf CfDopRI identifiziert
werden konnte. Abbildung 3.37 zeigt die neue Substanz mit den interagieren-
den Aminosauren des CfDopRI.
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Abb. 3.35. Pharmakophor-Modell des Antagonisten SCH23390. Der Einflussbereich
der chemischen Eigenschaften wird als Sphare dargestellt. Die unterschiedlichen Farben
codieren fir verschiedene chemisch Eigenschaften. Rot steht flr positiv geladene oder
ionisierbare Gruppen, Magenta flr einen Wasserstoffbriicken-Donor, Cyan fir hydro-
phobe Gruppen und Schwarz fiir Bereiche in denen keine Atome liegen sollen (excluded
volumes).

Abb. 3.36. Modell von Substrukturen basierend auf dem Antagonisten SCH23390.
Mit diesem Modell wurde die Substanzdatenbank durchsucht.
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Abb. 3.37. Antagonist mit interagierenden Aminosauren des CfDopRI. Gezeigt ist
der neue Antagonist des CfDopRI, welcher Uber ligandenbasiertes Screening einer
Substanzbibliothek identifiziert werden konnte.

143



Diskussion

4. Diskussion

4.1 Konservierung orthologer GPCRs der Klasse Insecta

Fir D. melanogaster und A. gambiae sind etwa 300 GPCRs beschrieben (Hill
et al. 2002, Brody und Cravchik, 2000, FlyBase). Daruber hinaus gibt es zahl-
reiche weitere Sequenzinformationen von anderen Insekten
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Mit Hilfe der Software Genlight
(Beckstette et al., 2004) wurden diese Sequenzen miteinander verglichen und
hinsichtlich ihrer Konservierung beurteilt. Fur die Auswertung wurden
bioinformatische Parameter, z.B. E-value und Identitat, herangezogen. Es
wurden Kriterien entwickelt, um signifikante Hits von unspezifischen Treffern
abzugrenzen. Hierfur wurden die von Genlight erstellten Hitlisten ausgewertet
und es wurde eine Grenze zwischen spezifischen und unspezifischen Hits
gesetzt. Anschlielliend wurden die Grenzen und dazugehérigen bioinformati-
schen Parameter zwischen den einzelnen Hitlisten verglichen, wobei
anwendungsorientierte cut-off-Kriterien definiert wurden. Zusatzlich wurden
die Lange des alignments zwischen Anfrage- und Hitsequenz sowie die
Anzahl der Hits fur ein Gen in den verschiedenen Sequenzdatensatzen
berticksichtigt. Als Ergebnis der bioinformatischen Analyse konnten die in
Tabelle 3.2 (siehe Kapitel 3.1) aufgefuhrten Gene als hochkonservierte
Sequenzen identifiziert werden. Selbstverstandlich ist das Ergebnis dieser
Analyse abhangig von den verfugbaren Sequenzinformationen.
Mdoglicherweise  wirde eine  Analyse mit neuen genomischen
Sequenzinformationen, wie sie z.B. mittlerweile von B. mori oder A. gambiae
erhaltlich  sind  (http://www.genomesonline.org), zu anderen hoch
konservierten GPCRs fuhren.

Diese vorliegende Analyse ergab, dass die gesamte Familie der Dopamin-
Rezeptoren zu den GPCRs mit der hochsten Konservierung gehort. Neben
den Dopamin-Rezeptoren von D. melanogaster (Gotzes et al.,, 1994
Sugamori et al., 1995; Feng et al., 1996; Han et al., 1996; Hearn et al., 2002)
und A. gambiae (Hill et al., 2002) waren auch drei Dopamin-Rezeptoren der
Honigbiene A. mellifera beschrieben (Blenau et al., 1998; Mustard et al.,
2003; Humphries et al., 2003; Beggs et al., 2005). Zur weiterfuhrenden Unter-
suchung wurden die Dopamin-Rezeptoren dieser drei Insekten uUber die
gesamte Lange in alignments miteinander verglichen und die Identitaten
wurden mit der bioinformatischen Software Vector NTI Advance version 9.0
(Invitrogen, Carlsbad, USA) berechnet. Diese Analyse bestatigte die hohe
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Konservierung der Dopamin-Rezeptoren und somit auch die Genlight
Analyse. Das folgende Beispiel verdeutlicht den signifikanten Unterschied
zwischen hoch und niedrig konservierten GPCRs: Die Histamin-Rezeptoren
der Insekten A. gambiae (Hill et al., 2002) und D. melanogaster (Genbank
Accession Number: AAF56578) besitzen lediglich eine Identitat von 33%.
Diese beiden Rezeptoren sind in der bioinformatischen Analyse als besonders
niedrig konservierte orthologe GPCRs aufgefallen. Im Vergleich dazu besitzen
Dopamin-Rezeptoren der drei Insekten im Durchschnitt eine Identitat von
54%. Die Orthologen dieser hoch konservierten Dopamin-Rezeptoren sollten
anschlief3end fur den Floh C. felis identifiziert werden.

4.2 Identifikation orthologer Dopamin-Rezeptoren des
Flohs

Fir die Identifikation der orthologen Dopamin-Rezeptoren des Flohs wurden
degenerierte primer konstruiert. Die Verwendung dieser primer in einfachen
PCRs fuhrte zu keinem Ergebnis. Es traten nur unspezifische Produkte auf,
welche vermutlich auf falsche primer-Paarungen zurtckzufihren sind. Erst die
Durchfuhrung von nested PCRs (Mulhardt, 2003) mit den degenerierten
primern fuhrte zur erfolgreichen Identifikation von Fragmenten neuer
Dopamin-Rezeptoren des Flohs. Mittels anschliellienden RACE-PCRs
(Mulhardt, 2003) wurden die Enden der neuen Gene kloniert. So konnten alle
drei orthologen Dopamin-Rezeptoren des Flohs identifiziert und kloniert
werden. Obwohl fur D. melanogaster, A. gambiae und A. mellifera nur drei
Dopamin-Rezeptoren beschrieben sind (Gotzes et al., 1994; Sugamori et al.,
1995; Feng et al., 1996; Han et al., 1996; Hearn et al., 2002; Hill et al., 2002;
Blenau et al., 1998; Mustard et al., 2003; Humphries et al., 2003; Beggs et al.,
2005), kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Floh mdglicherweise
noch weitere GPCRs besitzt, die durch den Liganden Dopamin aktiviert
werden. Erst durch eine Sequenzierung und vollstandige Annotierung des
Genoms von C. felis sowie einer funktionellen Charakterisierung konnte die
Frage beantwortet werden, ob die Familie der Dopamin-Rezeptoren im Floh
mit den Vertretern CfDopRI, Il und Il vollstandig ist. Die Rezeptoren CfDopRI,
Il und Il wurden auf Transmembran-Helices untersucht. In allen drei Rezepto-
ren konnten die GPCR-typischen sieben Transmembran-Helices mit Hilfe des
TMHMM-Servers (Krogh et al., 2001) vorhergesagt werden. Anschlielend
wurden die neuen Dopamin-Rezeptoren mit den Orthologen von D. melano-
gaster, A. gambiae und A. mellifera in alignments verglichen. Die Bereiche der
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Transmembran-Helices sind in allen Orthologen wie erwartet hoch konser-
viert. Vermutlich kann diese groRe Ubereinstimmung der membrandurchspan-
nenden Helices durch die essentielle Funktion dieser Bereiche fur die Aktivie-
rung der GPCRs und die Ubertragung der extrazellularen Signale in die Zelle
begriundet werden (Broeck, 2001; Strader et al., 1995; Mustard et al., 2005;
Wess, 1997). Die intra- und extrazellularen Schleifen und die Enden der
Rezeptoren sind hingegen geringer konserviert. Die Funktion dieser
Sequenzabschnitte ist nicht im gleichen MalRe konserviert wie bei den Trans-
membran-Helices. Zum Beispiel kann der N-Terminus an der Interaktion mit
dem Liganden malfdgeblich beteiligt sein. In anderen Fallen ist der N-Terminus
uberhaupt nicht fur die Liganden-Bindung verantwortlich (Bissantz et al.,
2004). Weiterfuhrend ist fur die dritte intrazellulare Schleife und den C-
Terminus beschrieben, dass diese an der Kopplung des G-Proteins beteiligt
sind (Gether, 2000; Hermans 2003). Eine mogliche Erklarung fur die geringe
Konservierung dieser Bereiche ist die Interaktion mit den G-Proteinen der
verschiedenen Insekten, die eine besondere Anpassung erfordern kdnnte.

Fir Dopamin-Rezeptoren sind funktionell wichtige und hoch konservierte
Aminosauren beschrieben. Diese konnten auch in den Rezeptoren CfDopRl,
Il und Il identifiziert werden. Der Nachweis dieser Aminosauren war von
grol3er Bedeutung, da dies die Einordnung der Rezeptoren als Dopamin-
Rezeptoren bestatigte. Diese im Abschnitt 3.2 in den Abbildungen 3.3, 3.4
und 3.6 markierten Aminosauren sind z.B. an der Interaktion mit dem Ligan-
den Dopamin und der Aktivierung des Rezeptors beteiligt. Sie sind Uber alle
vier betrachteten Insekten hinweg konserviert (Strader et al., 1995; Mustard et
al., 2005).

Nachdem die Dopamin-Rezeptoren des Flohs identifiziert waren, mussten die
neuen Sequenzen klassifiziert werden. Hierfur wurden die Identitaten
zwischen allen Dopamin-Rezeptoren der Insekten D. melanogaster, A.
gambiae und A. mellifera und den neuen Sequenzen berechnet. Der Grad der
Identitaten zeigte deutliche Unterschiede zwischen orthologen und nicht
orthologen Rezeptoren. Aullerdem offenbart der Vergleich der Dopamin-
Rezeptoren CfDopRI, Il und Il untereinander (siehe Tab. 3.4), dass diese
Rezeptoren sehr gering konserviert sind. Das bedeutet, dass z.B. die Identitat
zwischen CfDopRI und CfDopRIIl sehr viel geringer ist (17%) als zwischen
CfDopRI und den entsprechenden Orthologen (AmDopRI (Blenau et al., 1998;
Mustard et al., 2003): 60%; DmDopRI (Gotzes et al., 1994; Sugamori et al.,
1995): 49%; AgDopRI (Hill et al., 2002): 62%). Zusammenfassend konnten
die neuen Rezeptoren des Flohs bereits eindeutig Uber die beschriebenen
Sequenzvergleiche eingeordnet werden.
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Eine phylogenetische Analyse bestatigte die Klassifizierung des CfDopRI, I
und lll. Die Dopamin-Rezeptoren des Flohs wurden alle mit ihren jeweiligen
Orthologen der anderen Insekten gruppiert. Dagegen besitzt der Histamin-
Rezeptor von D. melanogaster (FlyBase: CG12290; Genbank Accession
Number: AAF56578), welcher als Kontrollgen in die Analyse eingefugt wurde,
wie erwartet, einen sehr gro3en Abstand zu den Dopamin-Rezeptoren. Es ist
beschrieben, dass sich Dopamin-Rezeptoren von Insekten wie auch die
humanen Dopamin-Rezeptoren in D1- und D2-ahnliche Rezeptoren einteilen
lassen (Mustard et al., 2005; Missale et al., 1998). Im phylogenetischen
Stammbaum (Abb. 3.7) ist zu erkennen, dass die Dopamin-Rezeptoren Il der
Insekten mit den D2-ahnlichen humanen Rezeptoren gruppiert werden. Die
D1-ahnlichen humanen Rezeptoren (HsDopR1, HsDopR2) sind naher mit den
Dopamin-Rezeptoren | und Il der Insekten verwandt. Diese Gruppierungen im
phylogenetischen Stammbaum entsprachen den Erwartungen. Allerdings
kénnen solche phylogenetischen Analysen nur als Hinweis auf eine Unter-
scheidung nach D1- und D2-ahnlichen Rezeptoren verwendet werden. Ein
malfigebendes Kriterium flr diese Einordnung ist namlich das Kopplungsver-
halten dieser GPCRs. D1-ahnliche Rezeptoren koppeln an Ggs-Proteine und
erhohen bei einer Aktivierung den intrazellularen cAMP-Spiegel. Dagegen
koppeln D2-ahnliche Rezeptoren an Gi-Proteine und senken bei Aktivierung
die cAMP-Konzentration in den Zellen (Mustard et al., 2005; Missale et al.,
1998). Fir eine eindeutige Einordnung war es also notwendig die Rezeptoren
funktionell zu exprimieren.

4.3 Funktionelle Charakterisierung des CfDopRII

Zur funktionellen Expression von GPCRs gibt es zahlreiche in vitro Assay-
Systeme. Zellen unterschiedlichster Herkunft werden verwendet: z.B. Insek-
tenzellen (Sf9-Zellen, von der Schmetterlingsart Spodoptera frugiperda,
Mustard et al., 2003; S2-Zellen, von D. melanogaster, Hyun et al., 2005),
humane Zellen (human embryonic kidney cells, HEK293-Zellen; Gotzes und
Baumann, 1996), Amphibienzellen (Oozyten des Krallenfroschs X. laevis,
Feng et al., 1996) und Hefezellen (Pichia pastoris, Andre et al., 2006). Alle
diese Zellen besitzen einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund. Das
bedeutet, dass z.B. die G-Proteine, welche an GPCRs koppeln, fir jedes
System unterschiedlich sein kdnnen. Die funktionelle Expression der GPCRs
hangt essentiell von dieser Interaktion zwischen den G-Proteinen der verwen-
deten Zellen und dem Rezeptor ab. Die Wahl eines geeigneten Expressions-
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systems ist also entscheidend flir den Nachweis der Funktionalitat eines
Gens.

Die Kombination von Insekten GPCRs mit Zellsystemen von Vertebraten kann
hierbei eine besondere Schwierigkeit darstellen, da die Konservierung
zwischen diesen Organismen in vielen Fallen gering ist und fur die funktio-
nelle Expression eine Kopplung zwischen Insekten GPCRs und Vertebraten
G-Proteinen notwendig ist. Daher kann es maoglicherweise hilfreich sein, die
von Insekten stammenden GPCRs in Insektenzellen (z.B. Sf9-Zellen oder S2-
Zellen) zu exprimieren. Allerdings beschreibt eine Publikation Gber den ortho-
logen Rezeptor DmDopRII die funktionelle Expression dieses GPCRs in
Oozyten von X. laevis (Feng et al., 1996). Deshalb wurde dieses System flr
die funktionelle Expression des CfDopRIl ausgewahlt und zunachst wurde
eine Implementierung des Systems im Labor mit dem DmDopRII
durchgefuhrt: Durch die Injektion von cRNA des Gens DmDopRIl konnte nach
Inkubation mit Dopamin ein Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels in
Oozyten nachgewiesen werden, der abhangig war von der eingesetzten
Dopamin Konzentration. Vom CfDopRII wurden drei verschiedene Varianten
kloniert (CfDopRIlla - DQ459405, b - DQ459406 und ¢ - DQ459407). Zur
funktionellen Expression wurde die langste Form ausgewahlt, da diese die
hochste Konservierung zu den Orthologen besal’. Es wurde cRNA des
CfDopRIl in Oozyten injiziert. Die Inkubation dieser Oozyten mit
Dopaminlésungen verschiedener Konzentrationen flihrte zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels der
Oozyten. Als Kontrollen wurden nicht-injizierte und mit Wasser injizierte
Oozyten mit den gleichen Loésungen (0,5 und 10 yM Dopamin) inkubiert,
vergleichbar zur Behandlung der cRNA-injizierten Oozyten. Die Kontrollen
zeigten keine signifikante Veranderung des cAMP-Spiegels und bewiesen,
dass der beobachtete Effekt nicht auf einen endogenen Rezeptor oder auf die
Injektion zurlckzuflihren war. Damit konnte die Funktionalitdt des ersten
Dopamin-Rezeptors des Flohs (CfDopRII) funktionell nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis sollte in einem unabhangigen System bestatigt werden. Bei
der Wahl des zweiten Expressionssytems sollte darauf geachtet werden, dass
die Mdoglichkeit zum Test zahlreicher Substanzen besteht. Die Verwendung
von Oozyten setzt voraus, dass jede einzelne Oozyte injiziert werden muss,
was die Zahl der moglichen Messungen deutlich einschrankt. HEK293-Zellen
hingegen erlauben die Transfektion einer groRen Anzahl an Zellen, die an-
schlielend in verschiedenen experimentellen Ansatzen sowie in high-
throughput-screenings verwendet werden kénnen.
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Zunachst sollte eine Etablierung des HEK-Zell-Systems durchgeflihrt werden.
Es ist von grof3er Bedeutung, ein neues System in solchen einflUhrenden
Experimenten zu Uberprufen, da auf diesem Weg bereits mdgliche Fehler in
der Handhabung erkannt und verbessert werden konnen. Die Zellen wurden
fur die Etablierung mit dem Wirkstoff Forskolin behandelt. Dieser stammt aus
dem Harfenkraut Coleus forskohlii und aktiviert das Enzym Adenylatzyklase,
was zu einer Erhdéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt (De
Souza et al, 1983). Der Anstieg konnte mit Hilfe des cAMP
Enzymimmunoassays nachgewiesen werden. Auch in diesem Fall sollte
weiterfUhrend Uberpruft werden, ob die Expression bereits bekannter
funktioneller Dopamin-Rezeptoren durchgefluhrt werden kann. Der Rezeptor
DmDopRII (Feng et al., 1996; Han et al., 1996) wurde erneut ausgewahlt, da
er bereits in Oozyten erfolgreich verwendet wurde. Da HEK293-Zellen eine
humane Zelllinie darstellen, erschien es sinnvoll zusatzlich humane Dopamin-
Rezeptoren zu testen. Die D1-ahnlichen Rezeptoren, welche im Falle einer
Aktivierung zu einer Erhdhung des cAMP-Spiegels fuhren, wurden ausge-
wahlt (Kassack et al., 2002). Die Rezeptoren DmdopRII, HsDopR1 und 5
konnten erfolgreich funktionell in HEK293-Zellen exprimiert werden. Als
Abschluss der Etablierung sollte noch die Transfektionseffizienz Uberpraft
werden. Mit Hilfe des Anti-CAT-Digoxigenin-Systems konnte gezeigt werden,
dass die verwendete Transfektionsmethode ausreichend effizient ist. In der
Literatur ist beschrieben, dass durch die Transfektion von HEK293-Zellen
endogene Rezeptor-Populationen exprimiert werden, die auf Dopamin an-
sprechen (Beggs et al., 2005). Aus diesem Grund wurde sehr grol3er Wert auf
Kontrollen gelegt, um die Ergebnisse abzusichern. Zum einen wurde eine
Transfektion ohne DNA durchgefuhrt (mock transfection), zum anderen wurde
der leere Expressionsvektor (pcDNA3.1 (+)) transfiziert. Die so behandelten
HEK293-Zellen wurden mit Dopamin-Losungen verschiedener Konzentratio-
nen behandelt und es konnte ein geringer Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration nachgewiesen werden. Im Anschluss an die ausflihrliche
Etablierung des HEK-Expressionssytems wurde die Funktionalitdt des
CfDopRIl in HEK293-Zellen getestet. Im Vergleich zu den beschriebenen
Kontrollen (mock transfection und Transfektion des leeren Vektors) konnte ein
signifikanter Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Aktivierung
des CfDopRII nachgewiesen werden. Das positive Ergebnis basierend auf der
Expression in Oozyten konnte in diesem unabhangigen System bestatigt
werden. Der Rezeptor CfDopRIl konnte also sowohl in den Oozyten des
Frosches X. laevis als auch in Sdugetierzellen funktionell exprimiert werden.
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Anschlie®end wurden verschiedene biogene Amine getestet. Mit diesem Ex-
periment sollte Uberprift werden, ob weitere biogene Amine agonistische Wir-
kung auf den CfDopRII besitzen. Serotonin, Dopamin, Octopamin, Tyramin
und Norepinephrin wurden getestet. Es ist beschrieben, dass Norepinephrin
endogene adrenerge Rezeptoren der HEK293-Zellen anspricht (Beggs et al.,
2005; Gerhardt et al., 1997, Ohta et al., 2003; Grohmann et al., 2003). Sowohl
in der Kontrolle als auch in CfDopRII-exprimierenden Zellen war eine Kon-
zentrations-Erhéhung des intrazellularen cAMPs zu beobachten. Klammert
man dieses Ergebnis aus, so war Dopamin der Ligand mit dem grof3ten Effekt
auf den CfDopRII. Vergleichbare Ergebnisse wurden fur die Orthologen der
Fruchtfliege und der Honigbiene beschrieben. Der Rezeptor DmDopRII
reagiert auf folgende biogene Amine mit absteigendem Effekt (Han et al.,
1996):

Dopamin > Tyramin > Octopamin > Serotonin.
Fir AmDopRIl ist folgende Reihenfolge beschrieben (Mustard et al., 2003):
Dopamin > Octopamin > Tyramin > Serotonin.

Far geringe Konzentrationen (< 50uM) der biogenen Amine Tyramin,
Octopamin und Serotonin waren die Effekte auf den intrazellularen cAMP-
Spiegel fur alle Orthologen sehr gering. Diese Experimente zeigen, dass der
Ligand Dopamin unter der Auswahl der biogenen Amine den héchsten Effekt
auf den CfDopRII hat und bestatigen ihn als Dopamin-Rezeptor.

Fir eine weiterfUhrende Charakterisierung wurde eine Dosisabhangigkeits-
kurve aufgenommen und zur Berechnung des ECso-Wertes verwendet. In
Tabelle 4.1 sind die ECso-Werte der orthologen Rezeptoren aufgefuhrt. Da der
Dopamin-Rezeptor von A. gambiae bisher nicht kloniert und charakterisiert ist,
sind hier nur die Werte der Rezeptoren von D. melanogaster (Feng et al.,
1996) und A. mellifera (Mustard et al., 2003) angegeben. Die ECso-Werte des
CfDopRIl und des AmDopRIlI sind ahnlich, wohingegen der ECsy des
DmDopRII sich deutlich abgrenzt. Interessanter Weise besitzt der CfDopRlI
auch die héchste Sequenz-Ahnlichkeit mit dem orthologen Rezeptor der
Honigbiene (siehe Kapitel 3.3, Tab. 3.5). Der Grad der Identitaten zwischen
den Orthologen der vier Insekten und die beschriebenen ECso-Werte weisen
auf eine hohe Konservierung der Dopamin-Rezeptoren Il der Honigbiene und
des Flohs hin.
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Tab. 4.1. ECso-Werte der Dopamin-Rezeptoren Il von C. felis, A. mellifera und D.
melanogaster.

Rezeptor ECso [UM] Literatur
CfDopRaII 2,4 uM Gerber et al., 2006
AmDopRlI 2,2 uM Mustard et al., 2003
DmDopRaII 0,35 uM Feng et al., 1996

In zwei unabhangigen Zellsystemen konnte die Funktionalitdt des CfDopRII
nachgewiesen werden. In beiden Systemen flhrte die Aktivierung des
Rezeptors durch Dopamin zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration, was die Einordnung des CfDopRII als D1-ahnlichen Dopamin-
Rezeptor bestatigt.

4.4 Funktionelle Charakterisierung des CfDopRI

AnschlieRend an die funktionelle Expression des CfDopRIl sollte auch die
Funktionalitat des CfDopRI Uberpruft werden. Im Gegensatz zum CfDopRII
wurde fur den CfDopRI nur eine Variante im Floh identifiziert, welche mittels
transienter Transfektion in HEK293-Zellen untersucht wurde. Die Funktionali-
tat des CfDopRI konnte nachgewiesen werden und es wurde eine Dosisab-
hangigkeitskurve aufgenommen. Als ECs5y des CfDopRI wurde der Wert 0,12
MM Dopamin berechnet. In Tabelle 4.2 sind die Werte der Orthologen aufge-
fuhrt. Anders als bei den orthologen Dopamin-Rezeptoren Il liegen die ECsp-
Werte der Dopamin-Rezeptoren | eng zusammen. Die halbmaximale Aktivie-
rung des CfDopRI ist bereits bei einer sehr niedrigen Dopamin Konzentration
erreicht. Im Vergleich dazu erreicht der CfDopRII diese halbmaximale Aktivie-
rung erst bei 2,4 yM Dopamin.
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Tab. 4.2. ECso-Werte der Dopamin-Rezeptoren | von C. felis, A. mellifera und D.
melanogaster.

Rezeptor ECso [UM] Literatur

CfDopRI 0,12 yM Gerber et al., in Vorbereitung
AmDopRI 0,36 uM Mustard et al., 2003
DmDopRI 0,3 uM Blenau et al., 1998

Auch fur den CfDopRI wurde der Effekt der biogenen Amine Tyramin, Seroto-
nin und Octopamin Uberprift. Norepinephrin wurde aufgrund der unter 4.3
beschriebenen Wirkung auf HEK293-Zellen an dieser Stelle nicht mehr mit-
gefuhrt (Beggs et al.,, 2005; Gerhardt et al., 1997, Ohta et al., 2003;
Grohmann et al., 2003). Dopamin wurde auch fur den CfDopRI als effektivster
Ligand unter den getesteten biogenen Aminen identifiziert. Tyramin, Serotonin
und Octopamin beeinflussten den cAMP-Spiegel der HEK-Zellen nur gering-
fugig. Tyramin l6ste die zweith6chste Antwort nach Dopamin aus, wenngleich
der Anstieg des cAMP-Spiegels gering war. Dies ist vergleichbar mit dem Er-
gebnis des CfDopRIl. Fir den orthologen Rezeptor der Honigbiene AmDopRI
wurde ein Kompetitions-Assay mit einem radioaktiv markierten Liganden
durchgefuhrt. In diesem wurde folgende Bindungsaffinitat in abnehmender
Reihenfolge festgestellt (Blenau et al., 1998):

Dopamin > Serotonin > Tyramin > Octopamin.

Zwar lassen sich die zwei unterschiedlichen Methoden (funktionelle Expres-
sion und radioaktiv markierter Bindungsassay) nur bedingt miteinander ver-
gleichen, aber fir den AmDopRI war Dopamin ebenfalls eindeutig der Ligand
mit dem starksten Effekt. Lediglich die Reihenfolge der Ubrigen biogenen
Amine ist im Vergleich zum CfDopRI verandert. Der Rezeptor DmDopRI der
Fruchtfliege konnte nicht durch Tyramin, Octopamin oder Serotonin stimuliert
werden, so dass keine Akkumulation von cAMP in transfizierten COS7-Zellen
nachgewiesen werden konnte (Sugamori et al., 1995).

Der CfDopRI des Flohs konnte funktionell exprimiert und charakterisiert
werden. Es wurde nachgewiesen, dass der Rezeptor bei Aktivierung durch
Dopamin einen Anstieg der cAMP-Konzentration vermittelt, was typisch ist fur
einen D1-ahnlichen Rezeptor, da diese das extrazellulare Signal Uber ein Gs-
Protein in die Zelle Ubertragen. So konnte die Einordnung des CfDopRI als
D1-ahnlicher Rezeptor bestatigt werden.
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4.5 Bedeutung der Dopamin-Rezeptoren fir D. melano-
gaster

Durch RNAi-Analysen wurden die Dopamin-Rezeptoren DmDopRiI, Il bzw. llI
des Modell-Organismus D. melanogaster auf ihre Bedeutung fur die Lebens-
fahigkeit des Insekts untersucht. In transgenen Fliegen wurden die Dopamin-
Rezeptoren durch knock-downs reprimiert und es wurde eine reduzierte
Lebensfahigkeit festgestellt. Als Kontrollen wurden Fliegenlinien untersucht, in
denen das Gen der Phosphofructokinase (Voet und Voet 1994; Currie und
Sullivan 1994) bzw. das white-Gen (Sullivan et al., 1996) reprimiert wurden.
Der knock-down des Schlusselenzyms der Glykolyse fuhrte zur maximalen
Letalitat in allen unabhangigen Fliegenlinien. Dahingegen hatte der knock-
down des white-Gens keine Letalitat zur Folge, allerdings trat der erwartete
weillaugige Phanotyp auf. Die Lebensfahigkeit der knock-down-Fliegenlinien
fur die Dopamin-Rezeptoren | bis Ill lagen zwischen den Werten der Kontrol-
len: Die gemittelten Letalitdtswerte der funf Gene (DmDopRI: 62,5%,
DmDopRIl: 51%, DmDopRIIl: 15%, white: 2%, pfk: 100%), zeigen deutlich,
dass die Dopamin-Rezeptoren eine gewisse Bedeutung fur die Fruchtfliege
besitzen.

Es stellt sich die Frage, warum die Dopamin-Rezeptoren nicht die gleiche
Bedeutung fur die Lebensfahigkeit der Fliegen wie z.B. die Phosphofructo-
kinase besitzen. Die Rezeptoren DmDopRI und DmDopRIl vermitteln im Fall
der Aktivierung durch Dopamin einen Anstieg des intrazellularen cAMP-
Spiegels. Das bedeutet, dass bei einem knock-down des DmDopRI bzw. II
der jeweils andere Rezeptor die ausgefallene Funktion teilweise Ubernehmen
kann. Allerdings wuirde dies voraussetzen, dass die beiden Dopamin-
Rezeptoren | und |l tatsachlich in den gleichen Geweben und Zellen expri-
miert werden, so dass ein Ausgleich der Funktion Uberhaupt moglich ware.

Es ist beschrieben, dass der DmDopRI im Embryo exprimiert wird (Sugamori
et al., 1995). Fur adulte Fliegen konnte die Expression in Hirnregionen wie
den Mushroom Bodies, dem zentralen Komplex und Zellkérpern, die vermut-
lich fir Neurosekretion zustandig sind, nachgewiesen werden. Dartber hinaus
erfolgte eine Detektion in thorakalen und abdominalen Ganglien (Kim et al.,
2003). Die Expression des DmDopRIl scheint hingegen enger begrenzt als
die des DmDopRI. Die hochste Expression des DmDopRII wurde ebenfalls fur
die Mushroom Bodies nachgewiesen (Han et al., 1996). In anderen
Hirnregionen und Geweben wurde kein Signal nachgewiesen (Mustard et al.,
2005). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Expressions-Bereiche
des DmDopRI und Il sich zwar Uberlappen aber dennoch verschieden sind.
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Es ist also durchaus mdglich, dass die Rezeptoren DmDopRI und Il ihre
Funktionen bei einem knock-down gegenseitig ubernehmen konnen. Aus
diesem Grund ware es von Interesse beide Rezeptoren in einem doppelten
knock-down zu analysieren. Uber ein solches weiterflihrendes Experiment
konnte die gemeinsame Bedeutung dieser Gene fur die Lebensfahigkeit der
Fliegen untersucht werden.

Die Letalitat der Fliegen beim knock-down des DmDopRIll ist auffallend
niedrig. Vor allem ist der DmDopRIIl der einzigste beschriebene D2-ahnliche
Dopamin-Rezeptor der Fruchtfliege, der im Fall einer Aktivierung eine Sen-
kung des cAMP-Spiegels vermittelt (Hearn et al., 2002). Moglicherweise ist
aber die inhibierende Rolle des DmDopRIIl nicht so essentiell wie die
aktivierende der beiden anderen Dopamin-Rezeptoren. Leider wurden fur den
DmDopRIIl keine in situ Hybridisierungen durchgefuhrt, es wurde lediglich
mittels RT-PCR eine Expression in Larven, Puppen und adulten Tieren nach-
gewiesen (Hearn et al., 2002).

Sowohl der Floh C. felis als auch die Fruchtfliege D. melanogaster gehéren zu
den Insekten und sind eng miteinander verwandt. Die hohe Ahnlichkeit zeigt
sich z.B. auch in der hohen Sequenz-Ubereinstimmung der orthologen
Dopamin-Rezeptoren (siehe Tab.3.5). Daher konnen von den Ergebnissen
der Fruchtfliege Ruckschlusse auf die Bedeutung der Dopamin-Rezeptoren im
Floh gezogen werden und es ist anzunehmen, dass die Rezeptoren CfDopRl,
Il und lll eine vergleichbare Bedeutung flr die Lebensfahigkeit des Flohs
besitzen.

4.6 Chemoinformatische Identifizierung neuer Antago-
nisten

Fir die Identifizierung neuer Antagonisten kdnnen Substanzen in einem in
vitro Assay getestet werden. In diesem Fall ist die Anzahl der Substanzen, die
getestet werden kénnen, sehr eingeschrankt. Eine weitere Mdglichkeit ist das
Filtern der Substanzen in silico (Bohm et al., 2002). Bisher ist lediglich die
Struktur eines GPCRs des Rinder-Rhodopsins aufgeklart (Palczewski et al.,
2000). Allerdings ist es mdglich, uber ein homology modelling dennoch ein
dreidimensionales Modell anderer GPCR-Strukturen zu erstellen, das als
Arbeitsmodell ausreichend sein sollte, sofern man den Analogiecharakter
berticksichtigt (Bohm et al., 2002). Dopamin-Rezeptoren gehoéren zur Klasse
der Rhodopsin-ahnlichen GPCRs (Brody und Cravchik, 2000). Daher besteht
eine ausreichende Ahnlichkeit, um ein solches homology modelling mit den
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Dopamin-Rezeptoren aus C. felis durchzuflhren. Fur den Dopamin-Rezeptor |
von C. felis (CfDopRI) wurde entsprechend ein dreidimensionales Modell der
sieben Transmembran-Helices erstellt. Darlber hinaus wurde ein
Pharmakophor-Modell des bereits beschriebenen Antagonisten SCH23390
(lorio et al.,, 1983; Sidhu et al.,1986) angefertigt. Diese Substanz ist als
spezifischer Antagonist von D1-ahnlichen Rezeptoren beschrieben (Feng et
al., 1996; lorio et al., 1983; Sidhu et al., 1986). Es sollte Uberprift werden, ob
diese Substanz tatsachlich auch antagonistische Wirkung auf den CfDopRI
besitzt. Die antagonistische Wirkung konnte eindeutig nachgewiesen werden.
Mit zwei Substrukturen des Pharmakophor-Modells des SCH23390 wurde
eine Substanz-Bibliothek mit 4,2 Millionen Eintragen durchsucht. Die Hits
wurden mittels Docking und Analyse der vermuteten chemischen Interaktio-
nen mit dem Rezeptor weiter selektiert. Am Ende der Selektion wurden ab-
schlielend 18 Substanzen hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat auf den
CfDopRI uberprift. Eine dieser Substanzen konnte die Dopamin-abhangige
Antwort bei einer Konzentration des Antagonisten von 20 yM um 30%
senken. Im Vergleich dazu vermittelte SCH23390 in der Konzentration 10 yM
bei der gleichen Dopamin Konzentration eine Reduktion um 45%. Aus einer
virtuellen Datenbank mit 4,2 Millionen Eintragen konnte also eine antagonisti-
sche Substanz erfolgreich identifiziert werden, ohne jeden einzelnen
chemischen Stoff testen zu muissen. Dieser Ansatz zeigt deutlich, dass
chemoinformatische Methoden geeignet sind, um neue Liganden fir GPCRs
zu identifizieren. Obwohl nur eine Kristallstruktur eines GPCRs aufgeklart ist,
ist eine in silico Analyse mdglich und sinnvoll. Allerdings hangt der Erfolg
dieser Methode sehr stark von den vorhanden Informationen ab: Die struktu-
rellen Informationen sowohl Uber den Rezeptor als auch Uber aktive Liganden
sind entscheidend. Deshalb wird man bei der Ubertragung dieser Vorgehens-
weise auf andere GPCRs auf jeden Fall die vorhandene Datenlage Uberpru-
fen und abwagen muissen, ob die in silico Analyse sinnvoll erscheint.
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4.7 Ausblick

Die Identifikation und Charakterisierung der Dopamin Rezeptoren |, 1l und lli
von Ctenocephalides felis kann fur die weiterfihrende Suche nach potentiel-
len GPCR-drug-targets des Flohs genutzt werden. Zum einen konnen die
Informationen Uber die hoch konservierten Regionen der Dopamin
Rezeptoren des Flohs fir das Design degenerierter primer zur Klonierung
weiterer GPCRs genutzt werden. Zum anderen kdnnen die etablierten Assay-
Systeme - die Oozyten des Krallenfroschs und die HEK293 Zellen - nun direkt
zur funktionellen Expression weiterer GPCRs eingesetzt werden. Die hoch-
konservierten GPCRs der bioinformatischen Analyse konnten als nachste
Rezeptoren kloniert werden.

Far den CfDopRIIl konnte weiterfuhrend eine funktionelle Charakterisierung
entsprechend der Analyse des CfDopRI und Il durchgeflihrt werden, um das
Zusammenwirken des dopaminergen Systems des Flohs besser zu
verstehen. Die orthologen Dopamin Rezeptoren des Modell-Organismus D.
melanogaster wurden mittels RNAi reprimiert. Die durch die Repression
vermittelten Letalitatswerte sind nicht ausreichend, um diese als potentielle
targets zu qualifizieren. Allerdings konnte vielleicht das komplette System als
target adressiert werden, wobei in RNAi Experimenten Uberpruft werden
konnte, welche Wirkung der gleichzeitige knock-down mehrerer Dopamin
Rezeptoren hat. Z.B. ware es von Interesse den DmDopRI und DmDopRIl in
einem doppelten knock-down auf ihre Bedeutung fur die Fliege zu untersu-
chen.

Die chemoinformatische Analyse des CfDopRI konnte durch die Identifikation
eines neuen Antagonisten bestatigt werden. Dadurch konnten sowohl das
Pharmakophor-Modell zur ligandenbasierten Suche nach neuen Antagonisten
als auch das dreidimensionale Modell des CfDopRI optimiert werden. Die
neuen verbesserten Modelle kénnen nun zur Identifikation weiterer
wirksamerer Antagonisten verwendet werden. Daruber hinaus kann die
Vorgehensweise zur Modellierung auf andere GPCRs des Flohs Ubertragen
werden.
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S. Zusammenfassung

Fir die Identifikation und Klonierung der ersten GPCRs des Flohs C. felis
wurde zunachst eine bioinformatische Analyse durchgefuhrt. Das Genom des
Flohs ist bisher nicht sequenziert worden. Deshalb missen neue Gene mittels
degenerierter PCR identifiziert werden, was auf der Konservierung zwischen
einem bekannten Orthologen und dem gesuchten Gen basiert. Dabei
korreliert der Grad der Konservierung mit der Wahrscheinlichkeit, die Gene
erfolgreich identifizieren zu kdénnen. Mit Hilfe der bioinformatischen Analyse
wurden die Insekten-GPCRs mit der hochsten Konservierung bestimmt: die
Familie der Dopamin-Rezeptoren. Die Sequenzen der Dopamin-Rezeptoren I,
Il und Il des Flohs wurden anschlief3end in degenerierten nested und RACE-
PCR-Ansatzen ermittelt. Aufgrund von Sequenzvergleichen wurden die
Rezeptoren eingeordnet und klassifiziert und entsprechend als CfDopRI, I
(D1-ahnlich) und Il (D2-ahnlich) benannt.

Um die Funktionalitdt der neuen Gene uberprifen zu kénnen, wurde zuerst
die langste Variante des CfDopRIl in Oozyten des Krallenfroschs X. laevis
exprimiert. Es zeigte sich, dass dieser Rezeptor bei Stimulation mit Dopamin
einen Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels vermittelt. Dieses Ergebnis
konnte in HEK293-Zellen bestatigt werden. Der ECso des CfDopRIl wurde
bestimmt und betragt 2,4 yM Dopamin. Eine Auswahl an biogenen Aminen
wurde hinsichtlich ihrer agonistischen Wirkung auf den CfDopRIl untersucht.
Im Vergleich flihrte die Inkubation mit Dopamin eindeutig zum hoéchsten
Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels. Der CfDopRI wurde ebenfalls
funktionell in HEK293-Zellen exprimiert und sein ECsy betragt 0,12 uM
Dopamin. Auch hier fihrte die Stimulation mit Dopamin im Vergleich zu
Tyramin, Octopamin und Serotonin zur hdchsten Antwort in Form der Erho-
hung des cAMP-Spiegels der HEK293-Zellen. Der nachgewiesene cAMP-
Anstieg in Abhangigkeit von der Aktivierung des CfDopRI und Il bestatigt die
Klassifizierung der Rezeptoren als D1-ahnliche Dopamin-Rezeptoren auf
funktioneller Ebene.

Mit Hilfe des Modell-Organismus D. melanogaster wurde die funktionelle
Bedeutung der Dopamin-Rezeptoren fur die Fruchtfliege untersucht. Die
Rezeptoren DmDopRI, Il und Il verursachten bei einem knock-down durch
RNAI Letalitatsraten, die zwischen der negativ Kontrolle (knock-down der
Expression des white-Gens) und der positiv Kontrolle (knock-down der
Expression des Phosphofructokinase-Gens) lagen. Die reduzierte
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Lebensfahigkeit zeigte, dass ein Funktionsverlust der Dopamin-Rezeptoren
physiologische Konsequenzen fur die Fliegen hat. Allerdings ist der knock-
down der Dopamin-Rezeptoren nicht im gleichen Male essentiell, wie z.B.
der knock-down der positiv Kontrolle. Eine vergleichbare Bedeutung wird fur
das Insekt C.felis erwartet.

Im Rahmen einer chemoinformatischen Analyse wurde ein dreidimensionales
Modell des CfDopRI erstellt. Es wurde bestatigt, dass der bereits beschrie-
bene Antagonist SCH23390 mit Spezifitat fir D1-ahnliche Rezeptoren auch
biologische Aktivitat auf dem Dopamin Rezeptor | von C. felis besitzt. Mit
einem Pharmakophor-Modell dieses Antagonisten in Verbindung mit der
Rezeptor-Struktur des CfDopRI wurden neue Substanzen in silico gesucht,
die anschlieend in der Zellkultur getestet wurden. So konnte aus einer
Substanz-Bibliothek mit 4,2 Millionen Eintrdgen eine neue Substanz mit
antagonistischer Wirkung auf den CfDopRI identifiziert werden.
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7. Anhang
7.1 Primer

Degenerierte Primer fur die Klonierung des CfDopRI

Primer Sequenz

deg Primer1F ATGACNTTYGCIGGNGTIAA

deg Primer2R TTNACRCARAARAAIGGNACCCA
deg Primer3F TGYTAYGCICARAARCAIGT
deg_Primer4R TTRAAIGCYTCNCKRAAYTC
deg_Primer5F AARGAYCCIYTIMGNTAYGG
deg_Primer6R CCAIGTNARDATYTTRAAIGT
deg_Primer7F_Depict GAYHTNYTIGGITAYTGG

deg Primer8R Depict TTRAADATISWRTADATIA
deg_Primer9F TGGGTIGCNTTYGAYGTIATG
deg_Primer10R CCARCADATIARRAANACICCCAT

Degenerierte Primer fir die Klonierung des CfDopRaII

Primer Sequenz

DopRII_1 ACIGAYTGGTGYGAYATHTGG
DopRIl_2 CCARCADATDATRAAIACICCCAT
DopRII_3 TTYCCIGCIATHGTNTGGTGG
DopRIl_4 TTYTTYTCYTTIGCRAAYTT
DopRII_5 TGGGCIATHACNGAYCCITT
DopRIl_6 CCARCAIGCRTADATIACIGGRTTCAT
DopRIl_7 ATHWSIYTIGAYMGITAYTGG
DopRII_8 TTDATCCAICCIARCCANGT
DopRII_9 ACIAARCARGTIYTNATGGC
DopRII_10 ACIARRTANCCIARRTGYTC
DopRII_11 CAYACIGCNACIAAYTAYTT
DopRII_12 ATGCCITTYWSIGCIYTNTA

Degenerierte Primer fir die Klonierung des CfDopRiIII

Primer Sequenz

DopRIII_1 ATGGTITTYYTITAYTGGAA
DopRIIl_2 TTIGTIGCYTTICKYTCYTTYTT
DopRIIIl_3 ATIAARTAYGCIAARCAYAARAA
DopRIIl_4 CAIGTRAARAANGGIARCCARCA
DopRIIl_5 ATGGAYGTIATHTGYWSIAC
DopRIIl_6 TTCATRTANCCIARCCAIGT
DopRIIl_7 TTYTAYAAYACIGAYTTYAT
DopRIIl_8 TTICKRAAYTCIGGRTTRAA
DopRIIl_9 GTIATGCCNTTYGCNGTITA

DopRIIl_10

TCICKYTTYTTYTTISWIGCYTT
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Primer fur die Klonierung des 5'- und 3'-Endes des CfDopRI

Primer Sequenz

Primer43 CAGCGCGTGGTCTCGTCATCCTTCTGTTCG
Primer44 GCAGCCCATACCACGTTAGCGATCACAAGG
PrimerR42 GGACCTGTGCTGGTGGTTGC

PrimerF41 GCAACCACCAGCACAGGTCC

Primer fur die Klonierung des 5’- und 3’-Endes des CfDopRII

Primer Sequenz

3'DopRII_47 AACACGAAGAAATAGTATCGGCGGTAGTCA
3'DopRIl_in_48 TCCTATCTGGGTTGTGCGTGAATTGTATCC
5'DopRIl_in_49 AACAAGACATCCAGGGAGCGCCAAATGTCA
5'DopRIl_50 CACCAGTCGGAGCCAAAGAACCAAGTGTTG

Primer fur die Klonierung des 5'- und 3’-Endes des CfDopRIli

Primer

Sequenz

DopRIIIS'Ende1Rv

CAATGGACCTAGAACAGTCTCTGCTAACTT

DopRIII5'Ende2Rv

ATCCCGAGGCAGTATTTGTTGGACGTTCAT

DopRIII3'Ende3

AGCACTCAACACGTGGCCATACTAGCGGAG

DopRIII3'Ende4

CGGTTTAGAGAGGAAGTTATCCGCTAAATC

Primer fur die Klonierung des CfDopRI tber die gesamte Lange

Primer Sequenz

DopRI_vL1 CGCGATCTAGAACTATCCGACCACTATGCC
DopRI_vL2 ACACAAGATTTATGGCAAGTTTTATTTCTTTGG
DopRI vL3 TAACACGAGATCCATTTATATTGCACTGAT
DopRI_vL4 CCACTATGCCGAACACGAGTTGGGAGGAGG

Primer fur die Klonierung des CfDopRII Gber die gesamte Lange

Primer

Sequenz

DopRII_CfRVVLBgllI

GAATTCAGATCTATGCTAAATGTAGGATTGTCCATAG

DopRII_CfFWvLBglI

GAATTCAGATCTGCCATGAATATCAGTTTCAAC

Primer fur die Klonierung des CfDopRIIl Gber die gesamte Lange

Primer Sequenz
RvCfDopRIII GAATTCCTCGAGATTATTTAGTTAAACAGATTTACGT
FwCfDopRIII GAATTCGGATCCGTAAAATCATTGCCAAAAATGG
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Primer fur die Klonierung des CfDopRI in den pSP64T

Primer

Sequenz

PrimerDopRICfmitBgllloverhangRv

GAATTCAGATCTTTATATTGCACTGATTTCAT

PrimerDopRICfmitBgllloverhangFw

GAATTCAGATCTACCATGCCGAACACGAGTTG
GGA

Primer fur die Klonierung des CfDopRI in den pcDNA3.1(+)

Primer Sequenz
ZDopRIIDMRv GGATCCGCGGCCGCCTATATGTAGGTCTGCTCGC
ZDopRIIDMFW GGATCCGAATTCATGGTGGACGACAATGGCTC

Primer fur die Klonierung des DmDopRIl in den pSP64T

Primer

Sequenz

DopRIIDMFWBclIneu

GAATTCTGATCAACAGCACTGAGTTGCCATGGTGGACG

DopRIIDmRvBclI

GAATTCTGATCACTAAACTATATGTAGGTCTGCTCGC

Primer fur die Klonierung des DmDopRI hairpin-Konstrukts

Primer

Sequenz

CG 9652 5' Xhol

GAATTCCTCGAGGCTATACTGCTATGCCCAGA

CG 9652 5' Asp718

GAATTCGGTACCGCTATACTGCTATGCCCAGA

CG 9652 3' Xbal

GAATTCTCTAGACGGCCCGAGTTCATC

CG 9652 3' Notl

GAATTCGCGGCCGCCGGCCCGAGTTCATC

Primer fur die Klonierung des DmDopRII hairpin-Konstrukts

Primer

Sequenz

CG 18741 5' Xhol

GAATTCCTCGAGATGGTGGACGACAATGGCTC

CG 18741 5' Asp718

GAATTCGGTACCATGGTGGACGACAATGGCTC

CG 18741 3' Xbal

GAATTCTCTAGATAATGGCGCTGGAGCAGATC

CG 18741 3' Notl

GAATTCGCGGCCGCTAATGGCGCTGGAGCAGATC

Primer fir die Klonierung des DmDopRIIl hairpin-Konstrukts

Primer

Sequenz

CG 17004 5' Xhol

GAATTCCTCGAGGAACCGCACACAAACACAAG

CG 17004 5' Asp718

GAATTCGGTACCGAACCGCACACAAACACAAG

CG 17004 3' Xbal

GAATTCTCTAGACTACGCTCGTGATCTGTCCA

CG 17004 3' Notl

GAATTCGCGGCCGCCTACGCTCGTGATCTGTCCA
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Primer fur die Klonierung des white hairpin-Konstrukts

Primer Sequenz

CG 2759 S'mit Xho |- | G A ATTCCTCGAGGTGTTCACCTCAGAGCTGEC
Uberhang

CG 2759 5 mit

Asp718-Uberhang

GAATTCGGTACCGTGTTCACCTCAGAGCTGCC

CG 2759 3' mit Xba |-
Uberhang

GAATTCTCTAGAATGTCGGCTACTCCTTGCGT

CG 2759 3' mit Not I-
Uberhang

GAATTCGCGGCCGCATGTCGGCTACTCCTTGCGT

Primer fur die Klonierung des pfk hairpin-Konstrukts

Primer Sequenz

Ssefﬁgggm't Not- | GAATTCGCGGCCGCCGAAGTTCGTCTCTGCAATG
Sgefﬁgr?gm” Xhol- | GAATTCCTCGAGAACGCACACTGCCTGAGGGE
Sgefﬁgr?gm” ASPT18- | G AATTCGGTACCAACGCACACTGCCTGAGGGC
CG 4001 mit Xbal- | G\ ATTCTCTAGACGAAGTTCGTCTCTGCAATG
Uberhang
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7.2 Vektoren

lacZa ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter

CAG GAA ACA GCT AIG A ATG ATT ACG CCA AGC T TTA GGT GAC ACT ATA
GTC CTT TGT CGA TAC T TAC TAA TGC GGT TCG A AAT CCA CTG TGA TAT CTIT

Nsil Hind Il Kpn Sac| BEl'nH I Spel
|

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX| EcoR| EO?RI Ecollw
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT VY P INIMAG GGC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA

BstxX | Not | Xho'l Nsill Xba Apa |

| | | | |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA A TTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Abb. 7.1. Der Vektor pCRII-TOPO von Invitrogen. Dieser Vektor wurde z.B. zur
Klonierung von Genfragmenten des CfDopRI, Il bzw. Il verwendet. Wurde eine
Polymerase verwendet, welche Poly-Adenin-Anhange an das Amplifikat anflgt, kann das
PCR-Produkt direkt in einen pCRII-TOPO-Vektor von Invitrogen kloniert werden. Der
pCRII-TOPO-Vektor liegt linearisiert mit 3’-Desoxythymidin-Uberhangen vor. Das Enzym
Topoisomerase aus dem Vaccina-Virus ist an den 3'-Uberhangen des Vektors kovalent
gebunden. Die Topoisomerase katalysiert die Insertion eines PCR-Produktes und bewirkt
gleichzeitig die eigene Entfernung. Der pCRII-TOPO-Vektor enthalt Resistenzgene fur
Ampicillin und Kanamycin und diverse Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen. Bei
der Insertion des PCR-Produkts in den pCRII-TOPO-Vektor wird das vom Vektor codierte
lacZ-Gen inaktiviert. Nach der Transformation in E. coli-Zellen kann Uber die Blau-Weil3-
Selektion festgestellt werden, ob das PCR-Produkt in den pCRII-TOPO-Vektor enthalten
ist.
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Xho | (9301)
Not | (9292) | pUASTI-up (100.0%)
pUAST_low (100.0%) \ trh-Intron
Hsp70 Promotor \ [ AspTisEo

5XUAS — Xbal(29)
~ pUAST up (100.0%)
PUASTi-down (100.0%)

SV 40

P-Element

puC8

~ White Gen

P-Element

Abb. 7.2. pUASTIi-Vektor. Der Vektor enthdlt innerhalb der P-Elementenden funf
hintereinander angeordnete UAS-Sequenzen. Downstream dieser UAS-Sequenzen
befindet sich ein hsp70-Promotor, ein 244 bp langes Intron aus dem trachealess-Gen von
D. melanogaster und schlieBlich eine SV40-Terminationssequenz. Upstream des Introns
befinden sich im Vektor nur einmal vorkommende Restriktionsschnittstellen fir die
Restriktionsendonukleasen Notl und Xhol, downstream einmalige Restriktionsschnitt-
stellen fur Asp718 und Xbal.
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pcDNA3.1 (+-)
5428/5427 bp

Abb. 7.3. Expressionsvektor pcDNA3.1 (+) von Invitrogen. Dieser Vektor wurde fir
die Expression von Dopamin-Rezeptoren in HEK293-Zellen verwendet. Uber die multiple
cloning site wurden die Gene in den Vektor einkloniert. Dieser besitzt einen T7 Promotor,
an dem die Transkription beginnt, sowie eine Polyadenylierungssequenz. Weiterhin
enthalt der pcDNA3.1 (+) ein Neomycin- und ein Ampicillin-Resistenzgen.
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7.3

AmDopRI
DmDopRI1
AgDopRI1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopRI

AmDopRI1
DmDopRI1
AgDopRI1

AmDopRI
DmDopRI
AgDopRI

AmDopRI1
DmDopRI1
AgDopRI

AmDopRI
DmDopR1
AgDopRI

AmDopRI1
DmDopRI1
AgDopRI

AmDopRI
DmDopR1
AgDopRI

AmDopRI1
DmDopRI1
AgDopRI

Abb. 7.4. Alignment der Dopamin-Rezeptoren | von A.

---------------------------------- MILSQNNLTDGKE-——=—————=————

; GNHTSGSTGFSTNSTLLDADHLPLQLTTAKVDLDIEIDIQLLTNGYDGTTLTSFYNESSWT

————————— DQPENTFSLLSVLLVGFLFLILIFLSVAGNILVCVAIYTDRGLRRIGNLFLA

; NASEMDTIVGEEPEPLSLVSIVVVGIFLSVLIFLSVAGNILVCLAIYTERSLRRIGNLFLA

———————————————— TFVSYATAGVFLSIVIFLSVAGNILVCIAIYTERSLRRIGNLFLA

: SLAIADLFVGCLVMTFAGVNDLLGYWVFGPRFCDTWIAFDVMCSTASILNLCAISLDRY IH
: SLAIADLFVASLVMTFAGVNDLLGYWIFGAQFCDTWVAFDVMCSTASILNLCAISMDRY IH
: SLAIADLFVASLVMTFAGVNDLLGYWIFGAQFCDTWVAFDVMCSTASILNLCAISLDRY IH

IKDPLRYGRWVTRRIAVAGIAVVWLLAGLISFVPISLGLHRANEP---VVLDDSKEEHPTC
IKDPLRYGRWVTRRVAVITIAAIWLLAAFVSFVPISLGIHRPDQP---LIFEDNGKKYPTC
IKDPLRYGRWVTRRVAIGTIAVIWLLAALVSFVP ISLDLHRDKRDKTDTSLKINGIKYETC

: ALDLTPTYAVVSSSISFYVPCIVMLGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTKLPDTSMA---KSFV
: ALDLTPTYAVVSSCISFYFPCVVMIGIYCRLYCYAQKHVKS IKAVTRPGEVAEKQRYKSIR
> ALDLTPTYAVVSSCISFYVPCIVMIGIYCRLYCYAQKHVKSIRAVTRPGEISEK-RYRSIR

RKVHATKPPKPQTK-TKPTSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVNIVTSYCKTCI
RPKNQPKKFKVRNL-HTHSSPYHVSDHKAAVTVGV IMGVFLICWVPFFCVNITAAFCKTCI
RPKSSKNKLKLRQLAHTASSPYHVSDHKAAITVGVIMGVFLICWVPFFCVN I TAAFCKTCI

: SGRAFQVLTWLGYSNSAFNPITYSIFNTEFREAFKRILTKGARARGNQPSTSECGEFRSVV
: GGQTFKILTWLGYSNSAFNPITYSIFNKEFRDAFKRILTMRNPWCCAQDVGNIHPRNSDRF
: GQQTFKVLSWLGYSNSAFNPITYSIFNTEFREAFKRILTSRSSWCCGQEMGNIYPRSSDRY

: VQKRNGSMIECNISPRSSADSCQVGIMAQRHRDTIVSAI : 402
: ITDYAAKNVVVMNSGRSSAELEQV--—-———————- SAl - 511
: VTDYAAKN-VVMNSGRSSADLEQV--======———- SAl - 375

Alignments bekannter Dopamin-Rezeptoren von A.
mellifera, D. melanogaster und A. gambiae

61

13
122

65
183
45

126
244
106

184
302
167

242
363
227

302
423
288

363
484
349

mellifera (Am), D. melano-

gaster (Dm) und A. gambiae (Ag). Uber alle drei Sequenzen konservierte Aminosduren
sind rot, blaue Aminosauren sind Uber zwei Sequenzen konserviert. Die Transmembran-
Helices (TMH) sind eingezeichnet.
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AmDopR11
DmDopR11
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRI'1
AgDopR11

AmDopRI11
DmDopRI1
AgDopRI11

AmDopR11
DmDopR11
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopR11
AgDopR11

AmDopRI11
DmDopRI1
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopR11
AgDopRI11

AmDopR11
DmDopR11
AgDopR11

AmDopRI11
DmDopRI'1
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRI1
AgDopRI11

——~MNESAVYLLGSEEEGN--—=—--—~ QLNR-——————= ) o ——
MVDDNGSSPEVEGAEGAGAPLLALLRVDGLNQTQTRSPSPSFFGSYNISEDVYFYFNGLP
———MMSNASEVPWEFLQLT--—----—- ALTN-=————- ISFYN-—m—— oo
------- TMH1
-------------- SASYPPQNRSQ---—-—--------EEDLWNLATDRAGLAILLFLFSV :
TSTELVLNATTSATSATLSPAMVATGGGGTTTPEPDLSEFLEALPNDRVGLLAFLFLFSF :
---------- VSHGSVEFSINCGSVVPN-----———FSNY IVSLPNDKAGLLTFLLLFSF :
------------------- TMH2-————————

ATVFGNTLVILAVVRERYLHTATNYFVTSLAFADCLVGLVVMPFSAIYEVLENRWLFTTD :
ATVFGNSLVILAVIRERYLHTATNYFITSLAVADCLVGLVVMPFSALYEVLENTWFFGTD :
TTVFGNSLVILAVIRERYLHTATNYFVTSLAVADCLVGLVVMPFSALYEVLONTWFFGTD :

WCDVWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFTYPSKMSRRRAAVLIAIVWICSSAI
WCD IWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDPFSYPMRMTVKRAAGL IAAVWICSSAI
WCDIWRSLDVLFSTASILNLCVISLDRYWAITDSFSYPMKMTRQKAVVLIAAVWICSSALI

SFPAIVWWRAVRTEEVPEDKCPFTEHLGYLIFSSTISFYLPLFVMVFTYYKIYRAAVIQT :
SFPATVWWRAARDGEMPAYKCTFTEHLGYLVFSSTISFYLPLLVMVFTYCRIYRAAVIQT :
SFPATLWWRAVRETDMLPFKCTFTEHLGYLVFSSIISFYLPLIVMVFTYCRIYRAAAVQT :

KSLKLGTKQVLMASGELELTLRIHRGGGTNTDAR-———————————————— HLFRTASST :
RSLKIGTKQVLMASGELQLTLRIHRGGT TRDQQNQVSGGGGGGGGGGGGGGSLSHSHSHS -
RSLKLGTKQVLMASGELQLTLRIHRGGTTRERLNHPRLAASDHYQQFQHLDQMQPNTQPS -

PEDLQD------ LEEPLTTIQHNN----CLTRIPSTRINKQH--TRGNNFSLSRKLAKFA :
HHHHHN-—--—- HGGGTTTSTPEEPDDEPLSALHNNGLARHR--HMGKNFSLSRKLAKFA :
: 367

KEKKAAKTLGIVMGVF 1 ICWLPFFVVNLWSGFCSQCIWQEKIVFAAVTWLGWINSGMNPV -
KEKKAAKTLGIVMGVF I ICWLPFFVVNLLSGFCIECIEHEEIVSAIVTWLGWINSCMNPV
KEKKAAKTLG IVMGVF IVCWMPFFVVNLLSGFCMDCIAHEE IVSAVVTWLGWINSGMNPV -

I'YACWSRDFRRAFVRILCACCPGRVRRRYQPAFRCKPSQRFASGRYYSAYSLHHVRSSRE :
: 531
I'YACWSRDFRRAFLRILCVCCPRKLRLKYQPTRRSIASIGFETMLLHLLTSWDTTSAAKL :

I'YACWSRDFRRAFVRLLCMCCPRKIRRKYQPTMRSK-SQRFATRRCYSTCSLHGIQHVRH

SSCEQTY1 : 456
NSCEQTYI : 539
MRTDAY-- : 493

- 240

57
120
67

117
180
127

177

187

237
300
247

280
360
307

328
412

388

427

448

487

Abb. 7.5. Alignment der Dopamin-Rezeptoren Il von A. mellifera (Am), D. melano-
gaster (Dm) und A. gambiae (Ag). Uber alle drei Sequenzen konservierte Aminosauren
sind rot, blaue Aminosauren sind Uber zwei Sequenzen konserviert. Die Transmembran-
Helices (TMH) sind eingezeichnet.
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AmDopRI11
DmDopRIIIcC
DmDopRI11d
DmDopRI11b
DmDopRII1a
AgDopRI11

AmDopRIT1
DmDopRI1Ic
DmDopRI11d
DmDopRI11b
DmDopRII1a
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRI1Ic
DmDopRI111d
DmDopRI11b
DmDopRII1a
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRIIIcC
DmDopRI111d
DmDopRI111b
DmDopRI1la
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRIIIcC
DmDopRI111d
DmDopRI11b
DmDopRII1a
AgDopRIT1

AmDopRI11
DmDopRIIIcC
DmDopRI11d
DmDopRI11b
DmDopRIIla
AgDopRI11

AmDopRI11
DmDopRII1IcC
DmDopRI11d
DmDopRI11b
DmDopRII1a
AgDopRI11

MGTKTGDQSL L.GSIARSLSLDRRARRGAADLSLAGNATKVNTVHEEESSLNDLFSGPE :

——————— MLLLENFNDYFPNYNGS-------TVSGTSTIAPGVAITGSRGSGLLLEQN :
——————— MLLLENFNDYFPNYNGS-------TVSGTSTIAPGVAITGSRGSGLLLEQN :
——————— MLLLENFNDYFPNYNGS-------TVSGTSTIAPGVAITGSRGSGLLLEQN :

LTG-—mmmmmmmm oo LYLDGYRLNCTNETLNLTDSCGELRVVDH-—————===————
[ c LYLDGYRLNCTNETLNLTDSCGELRVVDH-==——====———-
LTG-mmmmmmm oo LYLDGYRLNCTNETLNLTDSCGELRVVDH-==——====———-

--------- TMHL-————————— o —TMH2--————-

DANSWWAL ILVIVPCLTLFGNVLVILAVVRERALQTVTNYFIVSLAVADLLVAVLVMP :
-—==NYWALILILFPILTLFGNILVILSVCRERSLQTVTNYFIVSLAIADLLVAVVVMP :
-—==NYWALILILFPILTLFGNILVILSVCRERSLQTVTNYFIVSLAIADLLVAVVVMP :
-—==NYWALILILFPILTLFGNILVILSVCRERSLQTVTNYFIVSLAIADLLVAVVVMP :

FAVYVLVNGSWSLPGFVCDFY ITAMDVTCSTSSIFNLVAISIDRY ITAVTQP IKYAKHKN
FAVYFLVNGAWALPDVVCDFY IAMDVICSTSSIFNLVAISIDRY IAVTQP IKYAKHKN
FAVYFLVNGAWALPDVVCDFY IAMDVICSTSSIFNLVAISIDRY IAVTQP IKYAKHKN
FAVYFLVNGAWALPDVVCDFY IAMDVICSTSSIFNLVAISIDRY 1TAVTQP IKYAKHKN
—————— VNGAWALPDVVCDFY IAMDVICSTSSIFNLVAISIDRY IAVTQP IKYAKHKN
——————————————————————— MDVICSTSSIFNLVAISIDRYTAVTQP IKYAKHKN

NRRVWLTILLVWAISAAIGSP IVLGLNNTPDRTPDQCLFYNTDFI1YSSLSSFYIPCI
SRRVCLTILLVWAISAAIGSPIVLGLNNTPNREPDVCAFYNADFILYSSLSSFYIPCI
SRRVCLTILLVWAISAAIGSP IVLGLNNTPNREPDVCAFYNADFILYSSLSSFYIPCI
SRRVCLTILLVWAISAAIGSP IVLGLNNTPNREPDVCAFYNADFILYSSLSSFYIPCI
SRRVCLTILLVWAISAAIGSP IVLGLNNTPNREPDVCAFYNADFILYSSLSSFYIPCI
SRRVCLTILLVWAISAAIGSP IVLGLNNTQDRSPDLCVFYNTDFIVYSSLTSFYIPCI

IMVFLYYNIFKALRNRARKARANRKPNLGD IKPG-STIENIAHTRRFAETALG----A :
: 303

IMVFLYWN IFKALRSRARKQRAARKPHLSELTGG-SVIENITAQTRRLAETALD-SSRH
IMVFLYWN IFKALRSRARKQRAARKPHLSELTGG-SVIENITAQTRRLAETALD-SSRH
IMVFLYWN IFKALRSRARKQRAARKPHLSELTGG-SVIENITAQTRRLAETALD-SSRH
IMVFLYWNIFKALRSRARKQRAARKPHLSELTGG-SVIENITAQTRRLAETALD-SSRH

IMVFLYWNIFKALRTRAKKQRAARKPHLSE ITAGGS T IENTAQTKRLAETQLDGSTRS ;

AALVAPGMEEPTNTASGSNEDEDETPLDP----VVVISNDKSTEFFLATVVEEAACR-
ASRILPD-EAATNTASGSNEEEDENAISPD IDDCHV IVNDKSTEFMLATVVEETGN--
ASRILPD-EAATNTASGSNEEEDENAISPD IDDCHV IVNDKSTEFMLATVVEETG--~-

GSKILPDEERPTNTASGSNEEDDENAGSPD IDDCHV IVNDKSTEFMLATVVEEAGN--

Fortsetzung des alignments auf der folgenden Seite

180

174
131
131
131

: 232

189
189
189

35

: 290
: 247
: 247
: 247

115

343

- 303

171
151

: 396
- 358
- 357
ASRILPD-EAATNTASGSNEEEDENAISPDIDDCHV IVNDKSTEFMLATVVEETGNSV :
ASRILPD-EAATNTASGSNEEEDENAISPDIDDCHV IVNDKSTEFMLATVVEETGNSV :
- 207
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AmDopRI11 -FSAVAQAOQLGGERQNGRK DGAASTAV IHEPVVETNSSPSPNPRIASAPSSSTS : 453
DmDopRIlIC - - - : -
DmDopRIIId - - : -
DmDopRINIb : VAQITTQPOLVVADPNGNH AASNVDDVLAGVAPASASAATSAAPRSSGSPPDSP : 418
DmDopRIIla : VAQITTQPOLVVADPNGNH AASNVDDVLAGVAPASASAATSAAPRSSGSPPDSP : 286
AgDopRITI : VVAQIATTOQVPSDPNGNH APSSITADALAVNATPPESLNVTATVIVNKSATIRS : 265
AmDopRINl : SSPP--————-—-——————————— AKGAAAAGQSSKRNGGETNKQELKRLKSTVSLLPL : 492
DmDopRIIlC I - - A LSFVRYGV : 376
DmDOpRINID & ———— o : -
DmDopRINIb : LPSGATLQRSSVSSQRRPTGDESPKRGEPALRSVGVDNSSVA LSFVRYGV : 476
DmDopRIlla : LPSG-------- ATLQRSSVSSQRRPTGDDSPKRGEPALSVA LSFVRYGV : 336
AgDopRINIl  : RNGS----—--—-—————— o ——— PRKEASVT LSLVRCGV : 293
AmDopRINl : PLARTPSVMSASSTCKKDKKNAGSGSRFTIYKANKASKKKREKSSAKKERKATKTLAL : 550
DmDopRIllIc : LA TLSTTS RKDK SRFTIYKVHKASKKKREKSSAKKERKATKTLAL : 434
DmDopRINId - - - KFTIYKVHKASKKKREKSSAKKERKATKTLAI - 389
DmDopRIlIb : LA TLSTTS RKDK SRFT1YKVHKASKKKREKSSAKKERKATKTLAL : 534
DmDopRIIla - LA TLSTTS RKDK SRFT1YKVHKASKKKREKSSAKKERKATKTLATL = 394
AgDopRINTl - LN TLSTNSRDSSRKDK SRFT1YKVNKASKKKREKSSAKKERKATKTLAI : 351
——————— TMH6-———————- -————————-TMH7 == —————-

AmDopRINl  : VLGVFLICWLPFFTCNIMDAICTKLTADCQPGVTAFIVTSWLGYMNSFVNPVIYTVEN = 608
DmDopRIllc : VLGVFLFCWLPFFSCNIMDAMCAKFKKDCRPGLTAYMMTTWLGY INSFVNPVIYTIFEN - 492
DmDopRINId : VLGVFLFCWLPFFSCNIMDAMCAKFKKDCRPGLTAYMMTTWLGY INSFVNPVIYTIFN = 447
DmDopRIIlb : VLGVFLFCWLPFFSCNIMDAMCAKFKKDCRPGLTAYMMTTWLGY INSFVNPVIYTIFN : 592
DmDopRIIla : VLGVFLFCWLPFFSCNIMDAMCAKFKKDCRPGLTAYMMTTWLGY INSFVNPVIYTIFN : 452
AgDopRINl : VLGVFLFCWVPFFTCNIMDAMCAKLDKDCRPGVTIFNLTTWLGYMNSFVNPVIYTIFN = 409
AmDopRINl : PEFRKAFHKLVSF- : 621

DmDopRIlIc : PEFRKAFKKIMHMG : 506

DmDopRIN11d : PEFRKAFKKIMHMG : 461

DmDopRI11b : PEFRKAFKKIMHMG : 606

DmDopRIlla : PEFRKAFKKIMHMG : 466

AgDopRI11 PEFRKAFKKIMHI- : 422

Abb. 7.6. Alignment der Dopamin-Rezeptoren lll von A. mellifera (Am), D. melano-
gaster (Dm) und A. gambiae (Ag). Uber alle Sequenzen konservierte Aminos&uren sind
rot, blaue Aminosduren sind Uber finf, grine Aminosduren Uber vier Sequenzen
konserviert. Die Transmembran-Helices (TMH) sind eingezeichnet. Von D. melanogaster
wurden mehrere Varianten des DmDopRIIl in das alignment einbezogen: DmDopRillla
(CG17004), DmDopRIllb (DD2R-606), DmDopRIlic (DD2R-506), DmDopRIlld (DD2R-
461). Fur den Dopamin-Rezeptor Ill von D. melanogaster sind acht verschiedene
Isoformen beschrieben worden (Hearn et al., 2002). Fir das alignment wurden vier
Isoformen ausgewahlt, welche in drei Fallen die typischen sieben Transmembran-Helices
und in einem Fall nur finf Transmembran-Helices besalten. Der Rezeptor AgDopRIII (Hill
et al., 2002) wies ebenfalls eine reduzierte Anzahl an Transmembran-Helices auf.
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Anhang

7.4 Marker
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Abb. 7.7. Verwendeter RNA-Marker fir Formaldehyd-Agarosegele. Das Bild zeigt die
Elektrophorese des 0,2-10 kb RNA-Markers von Sigma. Die GréRe der Fragmente ist
neben den jeweiligen Banden in bp angegeben.
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