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1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Die grol3e Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) umfasst anndhernd 1000
Mitglieder. Das Hauptmerkmal dieser Superfamilie, die aufgrund von Sequenzhomologien,
der Ligandenstruktur und der Rezeptorfunktion in 100 Subfamilien unterteilt werden kann,
sind sieben hydrophobe, die Zellmembran durchspannende Doménen. Diese Doménen
bestehen aus 20-30 Aminosduren und besitzen eine a-helicae Struktur. Sie sind Uber
Aminosdureketten variabler Lange verbunden. An der Aussenseite der Zellmembran bilden
sich drel auldere Schleifen und auf der zytosolischen Seite der Membran drel innere Schleifen
aus. Durch die ungerade Anzahl der Transmembrandoménen befindet sich das
aminoterminale Ende des Rezeptors ausserhalb der Zelle, das carboxyterminale Ende des
Rezeptors dagegen im zytoplasmatischen Raum. Ist das C-terminale Rezeptorsegment an
einem Cystein pamitolyiert und damit in der Membran verankert, bildet sich eine vierte
innere Schleife aus.

Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Mehrzeller kdnnen in drei Hauptfamilien eingeteilt
werden. Die Familie A umfasst die Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren, zu denen die
Chemokin-, die Protease-, die Protein-, die Peptid- und die Monoamin-Rezeptoren z&hlen. Zur
Familie B zahlen Calcitonin-, PTH- und verwandte Rezeptoren. Die metabotropen Glutamat-
Rezeptoren bilden die Familie C der GPCR. Die Vielzahl der Liganden fir GPCR und deren
strukturelle Unterschiede fuhren zu verschiedenen Bindungsmechanismen. Im Fale des
Rhodopsin zum Beispiel ist der Ligand kovalent mit dem Rezeptor verbunden. Monoamin-
Liganden als weiteres Beispiel wechselwirken mit Transmembranbereichen ihrer Rezeptoren,
wogegen gerade in der Familie der Calcitonin- und PTH-Rezeptoren der N-Terminus eine
verstarkte Funktion in der Ligandenbindung einnimmt. Eine Anderung der Konformation
wird durch photochemische Effekte induziert. Dagegen fuhrt bel Proteaserezeptoren der
Angriff einer Protease zur Abspaltung eines Peptidfragmentes aus dem N-Terminus, das dann
as Ligand fungieren kann.

Bel der Bindung des Liganden an den Rezeptor wird die Information durch die Membran in
die Zelle weitergeleitet, ohne dass der Ligand daftr die Zellmembran passieren muss.

Die durch die Ligandenbindung erfolgte Konformationsanderung des Rezeptors in den
aktiven Zustand fuhrt zur Interaktion mit G-Proteinen. G-Proteine bestehen aus einer a- und

einer bg-Untereinheit. Durch die Interaktion des G-Proteins mit dem aktiven Rezeptor erfolgt
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die Anlagerung von GTP an die a-Untereinheit. Die a-Untereinheit mit gebundenem GTP
dissoziiert von der [3g-Untereinheit ab und aktiviert weitere Effektorsysteme. Durch die
intrinsische GTPase-Aktivitdt des G-Proteins kommt es zur Umwandlung von GTP in GDP
und somit zur Inaktivierung der Untereinheit. Neben der aktiven a-Untereinheit wirkt auch
die Bg-Untereinheit auf Effektorsysteme.

Die Induktion von Effektorsystemen durch G-Proteine, z.B. von Enzymen oder von
lonenkandlen, hat die Bildung oder das Freisetzen von niedermolekularen Substanzen zur
Folge. Zu den Effektorsystemen gehtren zum Beispiel Phosphodiesterasen, Adenylatzyklasen
oder Phospholipasen.

Somit wurde nach der Bindung eines extrazelluléren Liganden, dem sogenannten first
messenger, die Information auf intrazellulére Substanzen weitergegeben. Die intrazelluldren
Substanzen generieren ihrerseits wieder Signalmolekile, die sogenannten second messenger.
Alle Signalsysteme haben die Transduktion und die Verstérkung des Eingangssignals zum
Zidl. Esist jedoch auch nétig, die an der Zelloberfldche eingehenden Signale zu filtrieren und
zu selektionieren, um einen Informationstiberschuss im Inneren der Zelle zu vermeiden. Dies
wird durch feine Regulationsmechanismen erreicht. Viele Rezeptoren werden z.B. am C-
Terminus phosphoryliert, durch Anlagerung von Arrestin blockiert und damit fir G-Proteine
unzuganglich, oder internalisiert. Bel Mutationen im Rezeptorgen kdnnen Aminosauren des
Rezeptorproteins durch andere ersetzt sein oder ganz fehlen. Diese Veranderungen fihren
moglicherweise zur Fehlregulation in der Signaltransduktionskaskade, was mit der
Entstehung von Krankheiten assoziiert sein kann. Zum Beispiel impliziert eine
Punktmutationen im Rhodopsingen und der dadurch bedingte Austausch einer Aminosaure im
N-Terminus einen standig aktiven Rezeptor. Dies fuhrt zum Entstehen der Retinitis
pigmentosa, einer degenerativen Netzhauterkrankung [1]. Mit dem detailgenauen Verstehen
der Abléufe der Signaltransduktion kdnnten Methoden entwickelt werden, um selektiv und
damit regulatorisch in diese Kaskade einzugreifen.

Die Strukturaufklérung kann einen wichtigen Beitrag zum Versténdnis der Signaltransduktion
von G-Protein gekoppelten Rezeptoren liefern. Stehen sie doch am Beginn der Signalkaskade.
Durch chimére Rezeptoren, site-directed Mutagenese und folgende Ligandenbindungsstudien
kénnen Doménen aufgezeigt werden, die an der Ligandenbindung, an der Transduktion des
Signals durch die Membran oder an der Interaktion mit dem G-Protein beteiligt sind. Neben
diesen molekularbiologischen Methoden wurden auch proteinchemische Methoden wie die
photoreaktive Markierung und Proteolyse von Rezeptoren entwickelt, die jedoch grofere

Mengen an Rezeptorprotein erfordern. Gerade fur GPCR erwies sich das as besonders
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schwierig, da zum einen die Rezeptoren dieser Familie in natlrlichem Gewebe nur in
geringen Mengen exprimiert werden, und zum anderen in den mesten Fdlen eine
funktionelle Reinigung von Rezeptorprotein erforderlich ist. Fir Rhodopsin as einzigem
Kandidaten der GPCR ist es durch Uberexpression und funktionelle Reinigung gelungen, das
Rezeptorprotein zu kristallisieren und durch Rontgenkristallographie seine 3-dimensionae

Struktur zu erhalten.

1.2. Das Pituitary Adenylate Cyclase Activating-Polypeptide (PACAP)

Die Beobachtung, dass nicht nur die finf klassischen Hormone des Hypothalamus fir die
Wirkung auf die Hypophyse verantwortlich sein konnen, fihrte zum ,Screenen® von
Gehirngeweben nach neuen Substanzen. Dabel wurde vor ca. zehn Jahren ein Hormon
entdeckt, dass die Adenylatzyklase der Hypophysenzellen in hohem Masse stimulierte.
Aufgrund dieser Eigenschaft wurde ihm der Name Pituitary Adenylate Cyclase Activating-
Polypeptide (PACAP) gegeben. PACAP gehdrt zu einer Superfamilie mit neun
Peptidhormonen, die eine vergleichbare Struktur, eine dhnliche Funktion und Verteilung im
Organismus sowie verwandte Rezeptoren aufweisen. Zu dieser Superfamilie zdhlen unter
anderem folgende Peptidhormone: das Vasoactive Intestinale Polypeptid (VIP), das Secretin
und das Glucagon. Da PACAP und Glucagon evolutionér zu den éltesten Peptiden in dieser
Gruppe zéhlen, wird sie PACAP/Glucagon-Superfamilie genannt. Das PACAP wird im
Organismus in zwel Formen exprimiert. Das PACAP27-Peptid besitzt 27 Aminosduren und
stellt eine C-terminal verkirzte Form des PACAP38-Peptides dar. Das PACAP bestitzt ein
1000fach hoheres Vermogen der Adenylatzyklaseaktivierung as Secretin, VIP oder
Glucagon.

PACAP27 und PACAP38 entstammen durch alternatives Splicen aus dem selben,
hochkonservierten Gen. Aufgrund der hohen Sequenzhomologien des PACAP-Gens zwischen
Saugern und niederen Organismen wird eine Konservierung tber mehr as 700 Millionen
Jahre angenommen. Das menschliche PACAP-Gen ist auf dem Chromosomenabschnitt 18p11
lokalisiert. Das PACAP-Signalpeptid wird im Endoplasmatischem Retikulum gespalten und
amidiert. Die weitere Prozessierung zur Herstellung des Hormons erfolgt durch
Prohormonkonvertasen, vornehmlich durch PC1 (PC3) und PC2. Die Verteilung der PACAP-
Peptide im Zentralen Nervensystem ist im Gegensatz zu anderen Neuropeptiden gleichméldig
und fast alle Organe und Gewebe weisen messbare Mengen der Peptide auf.
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1.3. Die PACAP-Rezeptoren

Aufgrund der Klonierung der cDNA des PACAP-Rezeptors im Jahre 1993 und der daraus
abgeleiteten Struktur eines Sieben-Transmembran-Proteins wurde der Rezeptor als ein neues
Mitglied der G-Protein gekoppelten Rezeptoren identifiziert. Er gehort zur Secretin-
/Glucagon-Rezeptorfamilie wie auch der Calcitonin-, der Parathyroid Hormon- und der VIP-
Rezeptor. Die grofiten Sequenzhomologien besitzen die Rezeptoren in  den
Transmembrandomanen, die Aminosauresequenzen der N-Termini divergieren dagegen stark.
Alle Rezeptoren dieser Familie zeichnen sich durch einen grofen N-Terminus aus, der
verstarkt an der Ligandenbindung beteiligt ist [2]. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass der N-
Terminus alein nicht ausreicht zur Erkennung des Liganden, sondern die extrazelluléren
Domanen des jeweiligen Rezeptors involviert sind.

Es existieren zwei PACAP-Rezeptortypen, die in Typ | und Typ |l eingeteilt und aufgrund
ihrer Affinitat zum VIP unterschieden werden. Der Typ I-PACAP-Rezeptor (Lokalisation auf
dem Chromosomenabschnitt 7p14 [3]) besitzt nur fur die PACAP-Liganden eine hohe
Affinitét, die Affinitét zu VIP ist 1000fach geringer. Der Typ I-PACAP-Rezeptor wird nach
den neuesten Nomenklaturregeln als PAC1-Rezeptor bezeichnet.

Der Typ Il-Rezeptor, friher auch VIP-Rezeptor genannt, besitzt dhnliche Affinitéten fur VIP-
und PACAP-Liganden und wird seinerseits wiederum in zwel Rezeptortypen unterteilt. Der
VPAC1-Rezeptor (friher auch VIP1-Rezeptor) besitzt eine niedrige Affinitdt zu Secretin,
wobel der VPAC2-Rezeptor (friher auch VIP2-Rezeptor genannt) die hdchste Affinitét zu
Helodermin, einem PACAP-ahnlichen Hormon des Frosches, aufweist.

Durch alternatives Splicen des PAC1-Rezeptor-Gens entstehen acht Rezeptorsubtypen. Diese
Subtypen divergieren in der Aminosauresequenz hauptsachlich im N-Terminus und in der
dritten intrazellularen Doméne. Eine Ubersicht tber die Subtypen geben die Abbildungen 1
und 2. Die Rezeptorsubtypen unterscheiden sich in  der  Stérke  der
Adenylatzyklaseactivierung, der Pospholipase-C-Stimulation, der MAPK-Aktivierung und
der induzieten Offnung von Kaziumkanden, wobei ebenfalls zwischen der
Aktivierungspotenz der beiden PACAP-Liganden (PACAP27 und PACAP38) unterschieden
werden kann (Tabelle 1) [3].
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ECso (nM) ECso (nM)
SpleiRvariante CAMP-Produktion I nositol phosphatproduktion

PACAP |PACAP |VIP PACAP |PACAP |VIP

38 27 38 27
PACI1-R 04 0,1 400 15 >1uM n.d.
PAC1-R-hip 6 1,7 n.d. n.d. n.d. n.d.
PAC1-R-hop 04 0,1 400 16 >1uM n.d.
PAC1-R-hip-hop 2,5 0,7 n.d. 50 >>1 uM n.d.
VIP-Rezeptor 0,28 0,42 0,57 n.d. n.d. n.d.

Tabelle 1: Stimulation von second-messenger-Systemen durch die verschiedenen

Rezeptortypen und Splei3varianten. [4]
n.d. nicht bestimmt

Fir die verschiedenen Signaltransduktionswege existieren konzentrationsabhangige
Mechanismen. In Astrozyten wird zum Beispiel schon bei PACAP-Konzentrationen von 1024
— 102 M der mitogen-aktivierte Proteinkinaseweg stimuliert, der nicht iber die G-Proteine
wie bei der Adenylatzyklase- und Phospholipaseaktivierung fuhrt, sondern Uber die
Aktivierung von Ras-Proteinen. Zur Aktivierung der Adenylatkyklase reichen solche
niedrigen Ligandenkonzentrationen jedoch noch nicht aus [5].

Weliterhin wurde festgestellt, dass die Interaktion des PAC1-Rezeptors mit den verschiedenen
G-Proteinen von der Anzahl der exprimierten Rezeptoren abhadngig ist. Bel niedrigen
Expressionsraten erfolgt hauptsichlich die Aktivierung des GgsProteins, hohen
Rezeptordichten fuhren dagegen hauptsachlich Uber Ggi-Proteine zur Stimulation der
Inositoltrisphosphatsysnthese [6].

PACAP-Rezeptoren sind im Nervensystem und in nichtneuronalem Gewebe weit verbreitet.
Die Expression nur eines Rezeptorsubtypes ist dabel eher selten. Meist werden die PACAP-
Rezeptorsubtypen gemeinsam, jedoch in Abhémgigkeit vom Zelltyp in unterschiedlichen
Anteilen exprimiert. Es ist wahrscheinlich, dass durch auf3ere Einfliisse die Expression des
jewelligen Rezeptorsubtypes verandert werden kann. Der PAC1-Rezeptor wurde verstérkt im
Gehirn, im Rickenmark, im Hypophysenvorderlappen, im Nebennierenmark und in
Spermatozyten gefunden. Der VPAC1-Rezeptor wird dagegen hauptséchlich in der Lunge,

der Leber und im Darm gefunden.
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Abbildung 1: Struktur des Ratten-PACL.

Die SpleiRvarianten im 3. intrazellularem Loop sind in der unteren Abbildung 2 dargestellt. Weierhin existieren
folgende Spleil3varianten des N-Terminus des PAC1-R: PAC1-R-s: Dieser Variante fehlen 21 Aminosauren in
der Mitte des N-Terminus (Position 89-109, short-Variante). PAC1-R-vs: Dieser Variante fehlen 57
Aminosauren in der Mitte des N-Terminus (Position 53-109; very-short-Variante) [7]. PAC1-R-TM4: Dieser
Subtyp hat in der 4. Transmembranregion zwei Aminosauresubstitutionen und zwei Deletionen. Er fihrt im
Gegensatz zu allen anderen SpleiRRvarianten weder zur Aktivierung der PLC noch der AC. Er stimuliert den
EinfluR von Ca®*-lonen in die Zelle[8].

PACAR [ PACAP R hip PACAP-R hopl 2 FACAPR hip-hopl /2

Abbildung 2: Splei3varianten des PAC1-Rezeptorsim 3. Intrazellularem L oop.
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1.4. Physiologische Wirkungen des PACAP/PAC1-Rezeptor — Systems

Auf der umfassenden Expression der PACAP-Liganden sowie seiner multiplen
Bindungsstellen und der Stimulation verschiedenster Signaltransduktionswege basiert die
breite physiologische Wirkung.

Als Hormon wirkt PACAP nicht ausschliesslich auf die Sekretion von Substanzen aus der
Hypophyse, sondern vielmehr auf die Genexpression und Transkription von
Hypophysenhormonen und Regulatorproteinen, welche dann die Proliferation und die
Abstufung von Zellen kontrollieren. PACAP selbst reguliert ebenfalls die Zelltellung und
Zelldifferenzierung, wobel besonders der PAC1-Rezeptor involviert ist. Weiterhin inhibiert es
den programmierten Zelltod, die Apoptose. So begiinstigt PACAP das Uberleben von
Neuronen in vitro und in vivo [9]. PACAP und der PAC1-Rezeptor werden schon 14 Tage
nach der Befruchtung exprimiert. Diese neurotrophische Eigenschaft spielt bei der postnatalen
Entwicklung des Gehirns eine besondere Rolle [10]. So sind bei der Holosprocencephalie,
einer die Spaltung des Vorderhirns betreffenden Entwicklungsstérung, chromosomale
Rearrangements auch innerhalb des PACAP-Gens identifiziert worden [9]. Nachteilig wirken
sich oben beschriebene proliferationsférdernde Eigenschaften aus, wenn dadurch die
Apoptose verhindert wird. Dann kann es zum Entarten der Zellen kommen und somit zur
Entstehung von Karzinomen. Tatsachlich wurde auf sehr vielen Krebszelllinien der PAC1-
Rezeptor gefunden ([11],[12]). PACAP wirkt dann als Transkriptionsfaktorinitiator und
Genregulator und fihrt zu einer signifikante Erhdhung der DNA-Synthese verschiedener
Zielgene. So wurde in diesem Zusammenhang ein PACAP-Antwortgen PRG1 [13]
identifiziert. Durch den Einsatz des PACAP-Antagonisten PACAP6-27, ein um die ersten
sechs N-terminalen Aminosduren verkirzter PACAP27-Ligand, konnte die Rezeptoraktivitat
unterdrickt und die Zellproliferation eingeschrénkt werden [14]. Dieser Befund legt eine
Involvierung des Rezeptors bei der Krebsentstehung nahe und bietet somit einen
diagnostischen und/oder therapeutischen Ansatz, zum Beispiel das Screenen von
Karzinomzellen nach PAC1-Rezeptorexpression oder die Wachstumskontrolle von Tumoren
durch antagonistisch wirkende PACAP-Peptide [15].

Neben dem Einflu von PACAP auf den Zellzyklus und die Zellentwicklung bt das Peptid
noch eine Vielzahl weiterer Wirkungen aus, so als Neuromodulator auf die glatte Muskulatur
des Gefdllsystems, des Atmungssystems, des Verdauungssystems und des
Fortpflanzungssystems.
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Erwahnt werden soll hier noch die Funktion des PACAPs als Gedachtnismolekil. So wurde
1995 beschrieben, dass ein dem PACAP homologes Peptid in der Fruchtfliege einen Einfluss
auf die Gedachtnisleistung ausibt [16]. Damit wurde erstmals eine Involvierung von
Neuropeptiden algemein und von PACAP insbesonderem in das Len- und
Erinnerungsvermdgen gezeigt [17]. Diese Befunde werden durch neuere Arbeiten fiur PACAP
als auch fur die PACAP-Rezeptoren bestétigt ((18],[19]).

1.5. G-Protein gekoppelte Rezeptoren in der Alzheimer-Thematik

1992 wurde von Nitsch et al. erstmals die Entdeckung gemacht, dass Neurotransmitter
Einfluss auf den Katabolismus des Amyloid Precursor Protein (APP) ausiben kénnen. So
wurde in Zdllinien, die den muskarinischen Acetylcholinrezeptor endogen besitzen oder
Uberexprimieren, ein Anstieg der APP-Prozessierung beobachtet. Neben dem muskarinischen
Acetylcholinrezeptor wurde selbiges fur den metabotropen Glutamatrezeptor und einen
Serotoninrezeptorsubtyp gefunden.

Das APP wird in Verbindung mit der Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung gebracht.
Seit dem Beschreiben der Symptome 1906 durch den Arzt Alois Alzheimer wurde mit dem
Erforschen dieser Krankheit begonnen. Typische Merkmale sind das Auftreten von
Gedéachnisverlust, eine Verminderung der Lernfahigkeit und Personlichkeitsverlust. Es wird
vermutet, dass die unkontrollierte oder erhéhte Prozessierung des Amyloid-Precursor-Proteins
(APP) in die Entstehung und den Verlauf der Krankheit involviert ist. Ein Indiz dafUr ist, dass
in Gehirnen von Alzheimerpatienten vermehrte Ablagerungen, sogenannte Plagues, gefunden
wurden. Im Umkreis dieser Plagues finden sich vermehrt Entzindungsherde und
degeneriertes Gewebe. Ein Hauptbestandteil dieser Plagues ist das Af3-Peptid, ein durch die
Spaltung des APP hervorgegangenes Molekil. Die erhdhte Prozessierung des APP konnte zur
Aggregation von Molekilen und somit zur Bildung von Plagues fihren. Das zieht wiederum
Entziindungsreaktionen und damit die Zerstérung von Nervenzellen im Gehirn nach sich.

Es wurden daher vermehrt Anstrengungen unternommen, die an der Prozessierung des APP
beteiligten Mechanismen aufzukléren. Die an der Spaltung des APPs beteiligten Enzyme
werden Sekretasen genannt. Es wurden bisher drei Sekretasespaltstellen fur die APP-
Prozessierung postuliert, eine a-, eine > und eine g-Sekretasespaltstelle. Einen kurzen
Uberblick tber die Spaltungsvorgange gibt die Abbildung 3. Der R-Sekretaseweg fihrt zur
Entstehung des oben erwdhnten hydrophoben Af3-Peptides, was bei erhohter Konzentration
zur Bildung der Plagues fuhren kann. Neben der Plaquebildung wurde auch ein direkter

neurotoxischer Einfluss des AR auf Zellen gezeigt. Dagegen fuhrt der beschriebene a-
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Sekretaseweg zur Entstehung eines 16dlichen Fragmentes, des APPsa. Das APPsa besitzt eine
vielbeschriebene neuroprotektive Wirkung. Die Spaltung des APP durch die a-Sekretase
verhindert die Bildung des A3, da die a-Sekretasespaltstelle innerhalb des AR-Peptides liegt
(vergleiche Abbildung 3). Das APP steht damit nicht mehr as Substrat fir den [
Sekretaseweg zur Verfigung. Der a-Sekretaseweg und der 3-Sekretaseweg konkurrieren um
das APP. Es wird auch von einer moglichen reziproken Regulation der APP-Prozessierung
gesprochen ([20],[21],[22]).

APP

a-sekretase- B-Sekretase-
weg | weg

| '

APPso

&

o —>
= —3

Abbildung 3: Ausschnitt ausder Prozessierung des APP

Angegeben sind die Spaltstellen der a, [3- und g-Sekretasen. Der a-Sekretaseweg zeichnet sich durch die
Spaltung des APP durch die a- und gSekretase. Es entsteht das gut |8sliche APPsa-Fragment. Im 3-
Sekretaseweg erfolgt die APP-Spaltung durch die 3- und die g-Sekretase. Es entsteht das schwerer [6sliche ARR-
Peptid. [23]

Die Erhohung der APP-Prozessierung durch die Stimulation der oben erwéghnten

Neurotransmitterrezeptoren fuhrt zu einer verstérkten Sekretion des APPsa. Auch fir den V-
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Vasopressinrezeptor und den Bradikininrezeptor (24],[25]) wurde nach deren Aktivierung
eine erhthte APPsa-Menge festgestellt. Eine erhthte APPsa-Sekretion wurde nur fur G-
Protein gekoppelte Rezeptorsubtypen festgestellt, die die
Phosphatidylinositolphosphathydrolyse  aktivieren. Fur die den Adenylatzyklaseweg
aktivierenden Rezeptorsubtypen wurde der Effekt der erhdhten APP-Prozessierung bis jetzt
nicht beobachtet.

Fur VIP, PACAP und deren Rezeptoren wurde beziiglich deren Einfluss auf die APP-
Prozessierung in der Literatur nichts beschrieben.

Es existieren aber Untersuchungen, in denen die Konzentrationen von Neuropeptiden, unter
anderem auch von VIP, in Gehirnen von Alzheimerpatienten bestimmt wurden. Bei
weiblichen Alzheimerpatienten wurde eine signifikante Konzentrationserniedrigung des
Neuropeptides VIP [26] festgestellt sowie in Korrelation dazu weniger VIP exprimierende
Neuronen im Gehirn gefunden. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass nach der
Stimulation von Gliazellen mit VIP ein neurotrophischer Faktor sekretiert wird, der Activity-
dependent neurotrophic factor (ADNF) genannt wurde. ADNF wirkt auf Neuronen und
konnte als einer der potentesten Zellschutzfaktoren identifiziert werden. So wurde in
Gegenwart des ADNF die Toxizitét des Al auf neuronale Zellen unterdriickt [27]. Da dieses
Peptid schon in femtomolaren Konzentrationen wirkt, wurde mit dieser Entdeckung der
Begriff der Femtomolaren Neuroprotektion gepragt [28].

Fur das PACAP als relativ neues Peptidhormon liegen Untersuchungsergebnisse dieser Art
nicht vor. Die viedfédtigen beobachteten neuroprotektiven Eigenschaften des PACAPs
(FOrderung der Zellproliferation, Entziindungshemmung [29], antiapoptotische Wirkung), die
erhdhte Expression des PAC1-Rezeptors im Gehirn (besonders im Hippocampus, einer fir die
Gedéchnideistung wichtigen Gehirnregion), die hohe Sequenzhomologie des PACI1-
Rezeptors zum VIP-Rezeptor und seine Eigenschaft als G-Protein gekoppelter Rezeptor
machen das PACAP/PAC1-Rezeptor-System zu einem wichtigen Kandidaten, seine Funktion
bel neurodegenerativen Erkrankungen ergriinden.

1.6. Zielsetzung

Das Zidl dieser Arbeit war die Eingrenzung der Ligandenbindungstelle des PAC-1-Rezeptors.
Dabel sollte die direkte Methode der photoreaktiven Markierung mit anschliefRender
proteolytischen Spaltung des Rezeptors zur Anwendung kommen. Weiterhin sollte gepruift
werden, ob der PAC1-Rezeptor einen Einfluss auf die Prozessierung des Amyloid Precursor
Proteins austibt.
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2.1.Material

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Nonident P-40
Acetonitril (gradient grade)

Acrylamid/Bisacrylamid
Aktivierte CH Sepharose 4B

Ampicillin

APS

Bacto Agar
Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Biotin-HPDP

Bluo-Gal

BSA und BSA fat acid free
Cdllfectin-Reagenz
Chaps

Chapso

Chelerythrin Chlorid
Cycloheximid

dbcAMP

Digitonin
DMEM-FlUssigmedium
DMEM-Medium
DMSO

dNTPs

Dodecylmaltosid
EGTA
Ethylenglykolmonomethylether

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe; Perkin EImer,
Rodgau-Jigesheim

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala (Schweden)

Sigma, Deisenhofen

Bio-Rad, Miinchen
AppliChem, Darmstadt

Difco Laboratories, Detroit (USA)
Difco Laboratories, Detroit (USA)
Pierce, Rockford (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Biomol, Hamburg

Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

ICN, Frankfurt

Sigma, Deisenhofen

PAA, Colbe

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala (Schweden)

Anatrace, Maumee (USA)
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg
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FCS PAA, Linz (Osterreich)

Fura2/AM Fluka, Deisenhofen

Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe

Grace s-Pulvermedium

H3-Propionylester

[-Block

lodogen

IPTG

Kanamycin

L aktalbuminhydrolysat (50 x )
L-Glutamin, 200 mM
LuriaAgar

Lysozym

Nal

Ni-NTA-Agarose
Octylglucosid

PEI

Penicillin/Streptomycin (10000
U/ml/10 mg/ml)

PKA Inhibitor H-98

PMA

Poly-L-Lysin
Proteaseinhibitoren-Mix
Protein A/G-Sepharose

SF900 Supplement
SFF900-Medium
Silbernitrat
Streptavidinagarose
TCA

TEMED
Trifluoressigsdure

Trypsin-Inhibitor

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsaa (Schweden)
Tropix, Bedford (USA)
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
BioConcept, Umkirch
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Quiagen, Hilden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

ICN, Frankfurt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsaa (Schweden)
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Quiagen, Hilden
AppliChem, Darmstadt
Bio-Rad, Munchen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
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U0126-Inhibitor
Y eastolate (50 x )

Promega, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Allgemeine Laborchemikalien waren von Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma

(Deisenhofen).

2.1.2. Sonstige Materialien

4-12% Bis-Tris-Gele
Acrylhalbmikrokivetten
Gewebekulturflaschen (25 cn?, 75 cnt,
175 cnf)

Gewebekulturschalen, 10 und 15 cm
Durchmesser

GF/C-Glasfaserfilter Whatman
Hyperfilm-max

Kryorohrchen

Lipoluma, Lumasolv
Mikrotiterplatten (6-und 96-Napf)
Nitrocellulose (Hybond ECL)

Rotiszint eco plus

Sterilfilter Vacu Cap 90 (Vakuumfilter)
Szintillationsréhrchen
Whatman-Papier (3MM)

2.1.3. Gerate

Gradientengel apparatur

Spannungsquelle Gene Power Supply GPS
200/400

Durchflu3photometer 2238 Uvicord Sl|

Invitrogen, Karlsruhe
Sarstedt, Nirnberg
Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, NUrnbrecht

Bender & Hobein, Bruchsa

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
(Schweden)

Nunc, Wiesbaden

L SC, Groningen (Niederlande)

Greiner, Ndrtingen

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala
(Schweden)

Roth, Karlsruhe

Gelman Sciences, Ann Arbor (USA)
Canberra Packard, Dreieich

Bender & Hobein, Bruchsa

Bio-Rad, Mlinchen
Pharmacia, Freiburg

LKB, Bromma
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Elektrophorese-Apparatur fur

- grof3e Plattengele

- Minigele

lodcounter

Microbore-HPL C-Anlage Model 130A
Kuhlzentrifuge J2-21

Ultrazentrifuge L7-65 (Rotoren Ti60 und
VTi65.1)

Semi-Dry-Blotapparatur

Brandel apparatur

Thoma-Zahlkammer (0.1 mm x 0.04 mm2)
FlUssigkeitsszintillationszéhler Tri-carb
2100 TR

Spektrophotometer Hitachi U-2000
Mikroliterkihl zentrifuge 5417R
Tischkiklzentrifuge
Rotationsverdampfer Rotavapor R-134
Phosphorimager BAS-1800

Glaspotter (Homogenisatoren)
Ultraschallgerédt Branson Sonifier Cell
Disruptor B15 mit Mikrospitze
Zellkulturbrutschrank

K uhlbrutschrank Typ BK 600 fir
Insektenzellen

Spektralphotometer U2000
Bakterieninkubator Multitron

Polytron UltraThorax
Quecksilberdampflampe
Fraktionssammler 2112 Redirac
Peristaltikpumpe P1

HPLC-Séule C18-RP 5 um Vydac
HPLC-Vorsaule C18-RP 10 um Vydac
Sterilwerkbank Klasse 2
Umkehr-Phasenkontrastmikroskop

Bio-Rad, Munchen

Biometra, Gottingen

Canberra Packard, Dreieich
Applied Biosystems, Weiterstadt
Beckmann, Minchen

Beckmann, MUnchen

Biometra, Gottingen
Brandel, Gaithersburg (USA)
Brandt, Wertheim

Canberra Packard, Dreieich

Colora Messtechnik GmbH, Lorch
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Fa. Buchi, Schweiz

Fuji Photo Film, Kanagawa (Japan)
GLW, Wirzburg

Heineman, Schwabisch-Gmund

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Hitachi, Japan

Infors, Einsbach

Kinematica, Luzern (Schweiz)
Leitz, Wetzlar

LKB, Bromma

LKB, Bromma

MZ Anaysentechnik, Mainz
MZ Analysentechnik, Mainz
Nunc, Wiesbaden

Olympus, Japan
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DNA-Amplifikationsgerat
Fluoreszenzspektrometer Quantamaster
Bio-Imaging Analyzer BAS-1800 (fuji)
Vakuumzentrifuge Speed-Vac
HPLC-Anlage Lichrosorb 5000

2.1.4. Standards und Kits

BAC-to-BAC Baculovirus Expressions
System

Drosophila Expressions System
Micro-BCA Protein Assay Kit

Bradford Protein-Assay Kit
DNA-Langenstandard 1 kb
ECL Western blotting detection systenr

Geltrocknungskit

NucleoSpin-Kit

Western-Star Protein Detektion Kit
SDS-PAGE Standards, Low Range

2.1.5. Peptide

PACAP27
PACAP38

VIP

125 _pACAP-27
Elutionspeptid 9-mer

Photoreaktiver Ligand -
[Phe®(pBz)|PACAP27

PACAP27-Alaz-Cys

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim
Photon Technology Int., NJ (USA)

Raytest, Straubenhardt
Savant Instruments, NY (USA)
Varian, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Pierce, KMF-Laborchemie GmbH, St.

Augustin

Bio-Rad, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsaa (Schweden)
Invitrogen, Karlsruhe
Machery-Nagel, Diren
Tropix, Bedford (USA)
Bio-Rad, Miinchen

Bachem, Heidelberg
Bachem, Heidelberg
Bachem, Heidelberg
Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim

Abteilung Chemie, Universitat Gdansk

(Polen)

Jasionowski,M.; Kasprzykowski,F.;
Lankiewicz,L.; Abteilung Chemie,
Universitdt Gdansk (Polen)

Abteilung Chemie, Universitét Gdansk

(Polen
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2.1.6. Enzyme

Kallikrein
Endopeptidase LysC
pNGaseF

RNase A

T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase

2.1.7. Restriktionsenzyme

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsaa (Schweden)

NEB, Bad Schwalbach

NEB, Bad Schwalbach

Name Schnittstelle Bezug

EcoR | G/AATTC Fermentas, St. Leon-Rot
Not | GC/GGCCGC Fermentas, St. Leon-Rot
EcoR V GAT/ATC NEB, Bad Schwalbach
Bgl Il AIGATCT Fermentas, St. Leon-Rot
Kpn | GGTACIC Fermentas, St. Leon-Rot
Agel A/CCGGT NEB, Bad Schwalbach
Pme | GTTT/AAAC NEB, Bad Schwalbach

2.1.8. Antikor per

anti-c-myc 9E10-
Hybridomakulturtberstande (Maus)

Anti-Rho 1D4-Antikorper (Maus)

anti-Maus 1gG, Peroxidase-gekoppelt
anti-APP Maus-Antikorper

anti-Maus 1gG, Alkalische
Phosphatase- gekoppelt
AntiPAC1-Rezeptor Maus-Antikorper

G. Gimpl, Institut fir Biochemie,

Mainz

H. Gobind Khorana, Institut fur

Technologie, Cambridge, USA

Sigma, Deisenhofen
Senetek, St. Louis (USA)
Tropix, Bedford (USA)

A. Zvirbliene, Ingtitut fur

Biotechnologie, Vilnius, Litauen[30]
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2.1.9. Verwendete Organismen

E.coli-Stamme

Bakterienstamm Escherichia coli DH5a ; Clontech, Heidelberg

Bakterienstamm Escherichia coli BL21,; Invitrogen, Karlsruhe

Eukaryontische Zelllinien

HEK?293 (menschliche embryonale Nierenzelllinie): ATCC, Rockville (USA), Nr. CRL1573

I nsektenzelllinien

Schneider’s Drosophila Line 2 (S2) (stammt aus dem Ephitel von Embryonen der
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster)): Invitrogen, Karlsruhe

Soodoptera frugiperda 9 (Sf 9) (stammt aus dem Ovar von Larven der Gemiseeule
(Spodoptera frugiperda): ATCC, Rockville (USA), Nr. CRL1711

Soodoptera frugiperda 21 (S21): Invitrogen, Karlsruhe

2.1.10. Plasmide

pFastBac Invitrogen, Karlsruhe

pGexHis H. Kiefer, Ingtitut fir Zoophysiologie,
Stuttgart-Hohenheim

pMTB Invitrogen, Karlsruhe

pcDNA3 Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.11. Medien

L B-Medium:

10 g Bactotryptone,

5 g Bacto Yeast Extract,

10 g NaCl

Die 1 | Losung wurde mit NaOH auf pH 7,5 gebracht und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen
der L6sung wurde nach Bedarf Antibiotika zugesetzt.

LB Agar:

10 g Bactotryptone,

5 g Bacto Yeast Extract,

10 g NaCl,

15 g Difco Agar

wurden in 1 | Wasser gel6st, mit NaOH auf pH 7.0 eingestellt und autoklaviert. Dann erfolgte
Zusatz von

200 mg Ampicillin

zum abgekUhltem Medium.

SOB-Medium:

20 g Bactotryptone

5 g Bacto Yeast Extract

0.5 g NaCl

18.7 g KCl

in 11 Wasser, pH 7,0 autoklaviert. Nach dem Abkuhlen des Mediums wurden
5ml 1 M MgSO4

5ml 1M MgClI2

pro Liter zugesetzt.

SOC-Medium:

Wie SOB-Medium, zusétzlich wurden nach dem Abkuhlen des Mediums
20 ml 1 M Glukose (0.2 um sterilfiltriert)

pro Liter zugesetzt.
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DMEM -Komplettmedium:

DMEM-Fl Uissigmedium wurde durch Zusatz von
5 ml 200 mM L-Glutamin

5ml PIS

50 ml FCS

pro 500 ml Medium supplementiert.

DES-K omplettmedium:
DES-Flissigmedium wurde durch Zusatz von
5ml 200 mM L-Glutamin

5ml PIS

50 ml FCS

pro 500 ml Medium supplementiert.

TMNFH-Medium:

Grace’s Pulvermedium wurde in der entsprechenden Menge Wasser gel6st. Nach Zusatz von
3.5gNaHCO3

pro 10 Liter wurde der pH-Wert mit konzentrierter NaOH auf 6.0-6.2 eingestellt. Das
Medium wurde mit 0.2 pm-Vakuumsterilfiltern (Gelman Sciences) sterilfiltriert und durch
Zusatz von

8 ml 50 x Laktalbuminhydrolysat

8 ml 50 x Yeastolate

0.8 ml Gentamycinldsung (25 mg/ml)

20 ml FCS

pro 400 ml Medium supplementiert.

SF900:
Der Ansatz erfolgte nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) und die Kompelmentierung zu
5% FCS.
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2.1.12. Puffer und Lésungen

BBS-Puffer:

50 mM BES

280 mM NaCl

1,5 mM Na2HPO4

Der pH-Wert wurde auf 6,95 eingestellt, die Losung sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

MEM:

2mM Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 mg/ml Streptomycin

10 % SerumPlus (JHR Bioscience, USA)

SDS-Polyacrylamidgel:
Sammel gel

4 % (w/v) Acrylamid

125 mM Tris-HCl, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS

0,05 % (v/v) APS

0,1 % (v/v) TEMED

Trenngel

10 % bzw. 7,5 % (w/v) Acrylamid
375 mM Tris-HCI

0,1 % (w/v) SDS

0,05 % (v/v) APS

0,05 % (v/v) TEMED

STET-Puffer:

8 % (w/v) Saccharose

5 % (w/v) Triton X-100
50 mM EDTA

50 mM Tris/HCI pH 8,0
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L ysozymldsung:

20 mg Lysozym wurden in 1 ml Wasser gel6st, aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt.

Bindungspuffer:
lodierter Ligand
0,005 % Chaps
0,05 % Digitonin
0,5% BSA
1mM EGTA
20 mM HepespH 7,4

Tritiierter Ligand

50 mM TrigHCl pH 7,4
5 mM MgCh

0,5% BSA

5% Digitonin-L 6sung:

Die entsprechende Menge Digitonin (ICN) wurde eingewogen, Wasser zugegeben und fir 30
min bei 100°C inkubiert. Dann wurde der Ansatz fir 2 Tage bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlief?end Uber einen 0,2 um Filter (Sartorius, Gottingen) abfiltriert. Die

L 6sung wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Lysispuffer fur Sf9/Sf21-1nsektenzellen:
10 mM HepespH 7,4
5mM EDTA

1 x Proteasei nhibitormix

Deglykosilierungspuffer:
25mM EDTA

1 % Octylglucosid

1 % Mercaptoethanol
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Kopplungspuffer:
0,1 M NaHCO3, pH 8
0,5M NaCl

DNA-Auftragspuffer:

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
0,4 % (w/v) Xylencyanol

50 % (v/v) Glyzerin

Agaroselésung:

1 gAgaose

100 ml TAE-Puffer

wurden in der Mikrowelle bis zur Losung der Agarose gekocht. Dann erfolgte zur

abgekuhlten Losung Zugabe von 10 pl EthidiumbromidlGsung.

Ethidiumbromidldsung:

10 mg/ml in Wasser.

2x-SDS-Probenpuffer:

62,5 mM TrigHCI, pH 6,8

5% (w/v) SDS

15 % (v/v) Glyzerin

0,4 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau)

Laufpuffer:

25 mM Tris

192 mM Glyzin
0,1 % (w/v) SDS
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Ammoniakalischer Silbernitratlésung:
0,8 mg Silbernitrat

1,5 ml 25 %-ige NHs-L 6sung

21 ml 0,36 % (w/v) NaOH

in 100 ml Wasser.

Entwicklerlosung fur Silberfarbung:
50 mg Zitronensaure
0,5 ml Formaldehyd

in1| Wasser.

Transfer puffer:

50 mM TrigHCI pH 8,3
380 mM Glycin

0,1 % SDS

20 % Methanol

Filtrierpuffer:
lodierter Ligand:
20 mM HepespH 7,4
150 mM NaCl

Tritiierter Ligand:
50 mM Trig/HCl pH 7,4
5 mM MgCh

HPL C-Puffer A:
99,9 % H,O
0,1% TFA

HPL C-Puffer B:
90 % Acetonitril
0,1% TFA

9,9 % Wasser
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[-Block-Puffer:

0,2 % (w/v) I-Block

0,1 % (v/v) Tween-20

Der Ansatz erfolgt in PBS.

Waschlosung A:
Ix TBS
0,05 % (v/v) Tween-20

PBS-Puffer:

137 mM NaCl

2,7mM KCI

7,1 mM NaH,PO4
1,5mM KH,PO4 pH 7,3

TE-Puffer:
10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA pH 8,0

50 x TAE-Puffer:

242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5M EDTA pH 8,0in 1 Liter Wasser.

TBS-Puffer:
8gNaCl, 0,2gKCl, 3gTris, in 1 Liter Wasser, auf pH 7,4 mit HCI einstellen.

TBE-Puffer:

89 mM Tris/HCI pH 8,0
89 mM Borsaure

2mM EDTA
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Towbin-Transferpuffer:
25 mm Tris/HCI pH 8,3
192 mM Glyzin

20 % (v/v) MeOH

0,05 % (w/v) SDS

Lys-C-Verdaupuffer:
25 mM Tris-HCI pH 8,5
1mM EDTA

Kallikrein-Verdaupuffer:
100 mM NgHPO,4 pH 8,5
25mM EDTA

1 mg/ml Trypsin-Inhibitor
0,2 % Nonident P-40

2.2. Methoden

2.2.1. Allgemeine Biochemische Methoden
2.2.1.1. SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese

Proteine kénnen aufgrund ihrer elektrochemischen Eigenschaften aufgetrennt werden. Die
Trennung erfolgte in vertikalen SDS-Polyacrylamid-Gelen in einer Elektrophoreseapparatur
der Firma Bio-Rad fur Gele der Abmessung 12 x 16 cm oder in einer Apparatur der Firma
Biometra fur Gele der Abmessung 10 x 8 cm (Minigele). Zum Auftragen wurden die
flissigen Proben im gleichen Volumen 2x-SDS-Probenpuffer aufgenommen, Proteinpellets
wurden in 15 pl 1xSDS-Probenpuffer fur Minigele bzw. 80 pl 1xSDS-Probenpuffer fur grofe
Gele gelost. Nach der Elektrophorese wurden die Proteinbanden durch Commassi- oder
Silberféarbung visualisiert oder das Gel wurde fir einen Western-Blot eingesetzt oder es wurde
getrocknet fur anschlief3ende radioaktive analytische Auswertung (2.2.1.2.). Minigele wurden
mittels einem Geltrocknungs-Kit (Invitrogen) getrocknet, grofe Gele durch Anlegen eines
Vakuums und gleichzeitiger Erwamung auf 80°C fur zwei Stunden in  einer
Geltrocknungsapparatur.
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Die Aufbereitung der Proben fur 4-12 % Bis-Tris-Gradientengele (Invitrogen) erfolgte analog
wie oben beschrieben. Die Auftrennung erfolgte in der Elektrophoreseapparatur fir
Gradientengele von Bio-Rad.

10%ige Polyacrylamidgele wurden zur Auftrennung von Membranproteinen verwendet.
7,5%ige Polyacrylamidgele wurden zum Aufrennen von Proteinen aus Zellkulturiiberstdnden
verwendet. Die fertigen Gradientengele wurden zur Auftrennung der Rezeptorfragmente nach

dem proteolytischen Verdau eingesetzt.

2.2.1.2. Detektion von Proteinen

Commeassifarbung

Die Commassilosung (1 % in  Methanol) wurde 1:10 mit Entférbeldsung
(Eisessig:Methanol:Wasser = 1:3:6) verdinnt und das Polyacrylamidgel darin eine Stunde
angeférbt. Die Entfarbung des Gels erfolgte bis zum Sichtbarwerden der Banden mit
Entférberl 6sung.

Silberférbung

Bel der Silberfarbung wurde das Polyacrylamidgel zuerst fir mindestens zwei Stunden oder
Uber Nacht in Methanol:Wasser = 1:1 schwenkend inkubiert und die Proteinbanden somit
fixiert. Dann wurde das Gel fUr 15 min in ammoniakalischer Silbernitratlésung geschwenkt,
anschlieffend gewéssert (2 x 5 min) und die Proteinbanden durch Schwenken in

Entwicklerlésung (0,5 g Zitronensdure und 0,5 ml Formaldehyd in 1 | Wasser) visualisiert.

Detektion radioaktiv markierte Proteine

Polyacrylamidgele wurden entweder in einer Geltrocknungsapparatur unter angelegtem
Vakuum oder mit Hilfe des Geltrocknungskits (Invitrogen) getrocknet. Das getrockente Gel
bzw. die trockene PVDF-Membran vom Proteintransfer durch Westernblot wurden auf einen
BASTR2025-Film (Imaging Plate von Fuji Photo Film) aufgelegt und fir einige Stunden
(*1) bis enige Tage (**S) inkubiert. Die Radioaktivitst wurde danach (ber einen
Phosphorimager (BAS-1800, Fuji Photo Film) detektiert.
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Immunol ogisch durch Western-Blotting

Die mittels SDS-Polyacrylamid-Elektorphorese (2.2.1.1.) aufgetrennten Proteine wurden
immunologisch durch Western-Blot nachgewiesen. Dafur wurde eine Millipore Immobilon
PVDF-Membran auf die Grofe des Trenngels zugeschnitten und fir einige Minuten mit
sechs gleichgrol3 zugeschnittenem 3 mm Whatman-Filterpapier in Transferpuffer inkubiert.
Es wurde beginnend auf der Anodenseite der Blotapparatur drei Lagen des eingeweichten
Whatman-Filterpapiers, die eingeweichte PVDF-Membran, das Trenngel und zum Abschluf3
drei weiteren Lagen eingeweichtes Whatman-Papier |uftblasenfrel angeordnet. Die
Blotapparatur wurde geschlossen und leicht beschwert. Der Transfer der Proteine vom Gel auf
die Membran erfolgte fir 3 h beal grofRen Gelen und fir 1,5 Stunden fur Minigele bei
Raumtemperatur mit 200 mA.

Nach erfolgtem Transfer wurde zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen die
Membran fur eine Stunde in Blockinglosung schwenkend inkubiert. Der erste Antikorper
wurde in Blockinglosung zugegeben und fir eine Stunde inkubiert. Die anschlief3ende
Waschung erfolgte mit der entsprechenden 1. Waschldsung fr 3x5 min, 2x10 min und 1x20
min. Ebenfalls in der 1. Waschlésung wurde die Membran fir eine weitere Stunde mit dem
zweiten Antikorper inkubiert und abschlief3end wie oben mit der 2. Waschldsung gewaschen.
Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick ber die in der Westernblotanalyse eingesetzten
Antikorper und deren Anwendung.

Epitop Blocking- 1. Verdiunnung | 1. Wasch- 2. Verdinnung 2. Wasch- Detektion
16sung Anti- |6sung Anti- l6sung
korper korper
5% Hybridoma Woasch- Anti- 1:1300 TBS Phosphor-
Myc Milchpulver, Uberstand l6sung A Maus- inl. eszenz
0,1% POD Waschlésung
Tween20
Rho 5% Maus-Anti- 1:2000 Wasch- Anti- 1:1300
Milchpulver, Rho in Blocking- 16sung A Maus- inl. TBS Phospho-
0,1% (1D4) |6sung POD, Waschlésung reszenz
Tween20 Anti-
Maus-AP
APP I-Block Mouse-Anti- | 1:2000 I-Block s 1:400 I-Block Radio-
APP in I-Block Anti-Maus in 1-Block graphisch

Tabelle 2: Benutze Antikorper im Westernblot und deren Anwendung
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2.2.1.3. Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Bradford-Test

Die Proteinkonzentration von Ldsungen wurde mit dem Bradford-Protein-Assay-Kit (Bio-
Rad, Minchen) bestimmt. Die zu messende Proteinlésung (50 pl) wurde mit 50 pl 100%iger
Ameisensaure gemischt und far 10 min inkubiert. Dann wurden 900 pl 1.5 verdinnte
Farbstofflosung dazupipettiert, gemischt und 20 min weiterinkubiert. Uber die bel 595 nm
gemessene Absorption konnte dann die Proteinkonzentration ermittelt werden. Als

Proteinstandard diente eine Konzentrationsreihe von BSA in Wasser.

BCA-Test

Fur detergenshaltige und schwécher konzentrierte Proteinlésungen wurde der Micro-BCA-
Test der Firma Pierce verwendet. Dafir wurde 1 ml der zu bestimmenden Proteinldsung mit 1
ml Farbreagens (Anfertigung nach Herstellerangaben) gemischt und fur eine Stunde bei 60°C
inkubiert. Nach 20mindtiger Abkihlungsphase wurde der entstandene Farbkomlex
photometrisch bel 495 nm vermessen. Als Standardiésung diente eine BSA-in-Wasser-

Verdinnungsreihe.

2.2.1.4. UV-Absorptionsspektroskopie

Reine Peptidkonzentrationen wurden spektral photometrisch unter Zuhilfenahme des Lambert-
Beerschen Gesetzes (-dI = k * 1(x) * dx) ermittelt.

2.2.1.5. Fallung von Proteinen

M ethanol/Chloroform-Féllung

Diese Methode diente zur Fallung geringer hydrophober Proteinmengen. 100 ul der
Proteinlésung wurden mit 400 pl Methanol, 200 pl Chloroform und 300 pl Wasser versetzt,
gut durchmischt und dann fir 20 min mit 9000 g bei 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde
verworfen. Zur unteren Phase wurden 300 pl Methanol pipettiert. Alles wurde nochmal gut
durchmischt und wie oben zentrifugiert. Das erhaltene Proteinpellet wurde an der Luft

getrocknet und im gewlnschten Puffer gel0st.
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TCA-Falung

Diese Methode wurde zur Fallung von Zdlkulturibersténden angewandt. Die
Kulturiberstande wurden in ein 15 ml Reaktiongef&ld geerntet und mit 800 g fir 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert und auf Eis gestellt. Jeweils 1,5 ml Kulturiberstand wurden in
ein 2-ml-Reaktionsgefal’ gegeben, mit 170 pl 100%iger eiskalter Trichloressigsdure (6,1 M)
versetzt und funf mal invertiert. Anschlief3end erfolgte die Zentrifugation fir 4 min mit 20000
g bei 4°C in der Tischzentrifuge. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Prozedur bis zur
gesamten Fallung des Uberstandes wiederholt. Die erhaltenen Proteinpellets wurden mit 750
ul Aceton (-20°C) versetzt, funf mal invertiet und wie oben zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde nochmals wiederholt und die Pellets dann an der Luft fir 5 — 10 min
getrocknet. Die Pellets wurden jeweils in 80 pl 1x-SDS-Auftragspuffer gelost, 10 min bel
100°C gekocht und auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.2.2. Molekularbiol ogische Methoden

2.2.2.1. Konservierung von E.coli-Stdmmen

Mit 100 pl der entsprechenden 2-mil-Ubernachtkultur wurden 5 ml LB-Medium, das das
entsprechende Antibiotikum enthielt, angeimpft. Nach sieben Stunden Inkubation bel 37°C im
Inkubationsschittler wurde die Probe auf eine 20%ige (v/v) Glyzerinkonzentration eingestellt,

in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.2.2. Herstellung kompetenter Zellen

In einem 12 ml-Zentrifugenréhrchen wurden 3 ml LB-Medium mit Bakterien angeimpft und
fiar 18 Stunden be 140 upm und 37 °C im Bakterieninkubator geschwenkt. Diese
Ubernachtkultur wurde in 200 ml SOB-Medium uberfiihrt und bis zum Erreichen einer
optischen Dichte von 0,6-0,7 bel einer Wellenlange von 600 nm bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Anschliefiend wurden die Bakterien bei 3500 g und 4°C fur 10 min in der
Kuhlzentrifuge sedimentiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 ml eiskaltem 50 mM CaCh
resuspendiert und fur 15 min in Eis inkubiert. Dann wurden die Bakterien erneut wie oben
sedimentiert, in 20 ml eiskaltem 50 mM CaClk/10 % (w/v) Glyzerin resuspendiert und fir
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mindestens 2 Stunden auf Eis inkubiert. Abschlief3end wurden die kompetenten Bakterien in
200 pl-Portionen in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

2.2.2.3. Plasmid-DNA-Isolation

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurden 2 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie des
gewiinschten Klons angeimpft und Uber Nacht unter Schitteln bei 37 °C inkubiert.

Zur Préparation von grofderen DNA-Mengen wurden 5 ml LB-Medium mit einer Dauerkultur
des gewtinschten Klones angeimpft und 4-5 Stunden bei 37 °C unter Schitteln inkubiert.
Diese Kultur wurde in 400 ml LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum) Gberfthrt und
Uber Nacht bel 37 °C und 140 upm inkubiert.

Lysozymmethode

Das aus einer 2 ml Ubernachtkultur durch Zenrtifugation gewonnene Bakterienpellet wurde in
350 pl STET-Puffer vollstdndig suspendiert und nach Zugabe von 25 pl Lysozymldsung fir 5
min bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde das Reaktionsgefal fir 50 s in ein
sprudelnd kochendes Wasserbad gestellt und danach for 15 min mit 10000 g bei
Raumtemperatur in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das schleimige Pellet wurde entfernt
und zur verbleibenden Losung 38 pl 3M Kaliumacetatlbsung pH 4,8 sowie 400 pl
Isopropanol zugegeben. Nach guter Durchmischung wurde wie oben zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 400 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Auf die
anschlieffende Zentrifugation fir 5 min mit 10000 g bel Raumtemperatur in der
Tischzentrifuge folgte das Trocknen des Pellets unter der Sterilbank, abschlief3endes Losen
des DNA-Pellets in 50 pl Wasser und Aufbewahrung bei —20°C. Zur Restriktionshydrolyse
wurden 2 pl der Plasmid-DNA-L3sung eingesetzt.

Puffermethode

Zum Erhaten von Plasmid-DNA fir Transfektionen wurde der Aufschlufld der Bakterien
durch akalische Lyse angewandt.

2 ml einer Ubernachtkultur wurden fur 1 min bei RT mit 3500 g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 pl P1-Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA)
suspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 300 pl P2-Puffer (0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS),
vorsichtiges Schitteln der Probe und Inkubation fir 5 min bei RT. Anschlief3end wurde die
Losung mit 300 pl P3-Puffer (10 M NH4AC) vesetzt, gevortext und fir 15 min bel 16000 g in
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der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und aus ihm mit dem
0,6fachen Volumen an Isopropanol die Plasmid-DNA geféllt. Es erfolgte Zentrifugation fUr
10 min mit 16000g bei RT. Das DNA-Pellet wurde mit 400 ul 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer gelst. Die Konzentration der DNA wurde photometrisch
bestimmt (2.2.2.5.).

Saulenmethode

Diese Methode wurde zum Aufreinigen von Plasmid-DNA genutzt, die anschlief3end
sequenziert werden sollte. Es kam der NucleoSpin-Kit der Firma Machery-Nagel zum
Einsatz.

M axipraparation

Zur Gewinnung von gréBeren DNA-Mengen wurde eine Plasmid-Maxipraparation
durchgefuhrt. Die Bakterien einer 400 ml LB-Kultur (siehe oben) wurden mit 3500g bel 4°C
fur 10 min in der Kihlzentrifuge sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 9 ml 50 mM Tris/HCI,
pH 8,0, 10 mM EDTA resuspendiert und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 9 ml 0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS zugesetzt, die Mischung zur Lyse der Bakterien
vorsichtig geschwenkt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde 9
ml eiskaltes 3 M KAc, pH 4,8 zugesetzt und die Probe fir 5 min in Eis inkubiert. Die
lysierten Bakterien wurden mit 21000g bei 4°C fiir 40 min sedimentiert und die im Uberstand
der Zentrifugation enthaltene Plasmid-DNA durch Zusatz von 16,2 ml Isopropanol fir 10 min
bei Raumtemperatur préazipitiert und 20 min wie oben zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
70 % (v/v) Ethanol resuspendiert und die obige Zentrifugation wurde fir 5 min wiederholt.
Das resultierende Pellet wurde in 6 ml Wasser gelést und die enthaltene RNA durch Zusatz
von 5 ml 10 M NHzAc und 20 min Inkubation auf Eis prazipitiert. Nach dem Absetzten der
RNA durch Zentrifugation (17000g, 4°C, 10 min) wurde die DNA im Uberstand durch Zusatz
von 6,6 ml Isopropanol und Inkubation fir 30 min in Eis prézipitiert. Nach der
anschlieffenden Sedimentation der Plasmid-DNA durch Zentrifugation mit 17000 g bei 4°C
far 20 min in der Kuhlzentrifuge wurde das DNA-Pellet in 0,5 ml Wasser gelost und Reste
kontaminierender RNA durch Zusatz von 4 pl DNAse freier RNAse (10 mg/ml in Wasser)
und Inkubation fur 30 min bei 37 °C entfernt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zusatz von 0,5
ml 13 % (w/v) PEG 8000, 1,6 M NaCl und Inkubation fir 20 min in Eis geféllt. Anschlief3end
erfolgte Zentrifugation mit 4000 g fr 10 min bei Raumtemperatur in der Tischzentrifuge und
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abschlieffende Phenolextraktion (2.2.2.4.) und Ethanolfdlung (2.2.2.4.) zur Reinigung der
DNA. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde photometrisch bestimmt (2.2.2.5.).

2.2.2.4. Reinigung von Plasmid-DNA

Phenolextraktion

Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen der DNA wurde die Phenolextraktion
durchgefuhrt. Die Probe wurde mit dem gleichen Volumen an TE-Puffer-geséttigtem Phenol
versetzt und gevortext. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation in der
Tischzentrifuge mit 7200 g fir 5 min bei Raumtemperatur. Der abgenommene Uberstand
wurde mit dem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol 25:24:1 vermischt.
Die Phasentrennung erfolgte durch Wiederholung der obigen Zentrifugation und Phenolreste
wurden durch Extraktion mit wassergesdttigtem Diethylether (3 x 1 ml) entfernt. Zuletzt
wurden Reste des Ethers durch Abdampfen bei 37°C fir eine Stunde entfernt und die DNA
bei -20°C gelagert.

Ethanolféllung

Zur Konzentrierung von verdiinnten DNA-L6sungen, z.B. nach der Phenolextraktion, wurde
die DNA durch Ethanol préazipitiert. Zu 0,5 ml der verdiinnten DNA-L6sung wurden 50 ul 3
M NaAc, pH 54 und 1 ml Ethanol zugesetzt. Die DNA wurde Uber Nacht bei —20°C oder
eine Stunde bel —80°C prazipitiert und durch Zentrifugation mit 20000g bei 4°C fur 20 minin
der Tischzentrifuge sedimentiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen
und die Zentrifugation fur 5 min wiederholt. Nach der Trocknung des Pellets wurde die DNA
in Wasser gel6st. Die Konzentration und Reinheit wurde bestimmt (2.2.2.5.) und die DNA bei
-20 °C gelagert.

2.2.2.5. Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit praparierter DNA wurde durch Messung der Extinktionen bei
260 und 280 nm im UV/VIS-Spektrometer bestimmt. Der Quotient Exso/Ezsp stellt ein Mal fur
die Reinheit der DNA in Bezug auf Proteinverunreinigungen dar und sollte fir proteinfreie
Losungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht einer
DNA-Konzentration von 50 pg/ml.
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2.2.2.6. Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die analytischen Restriktionsansdtze wurden in einem Volumen von 15 pl durchgefihrt.
Hierzu wurde die Plasmidiosung mit 1 pg DNA und enzymspezifischem Reaktionspuffer
vermischt, gegebenenfalls mit Wasser auf ein Volumen von 14 pl aufgefillt und zuletzt 1 pl
Restriktionsenzymlésung zugegeben. Der Ansatz wurde ca. 1 h bel der fur das Enzym
vorgeschriebenen Resktionstemperatur inkubiert und nach Zugabe von 5 pl Auftragspuffer
auf ein 1%iges ethidiumbromidhaltiges Agarosegel aufgetragen.

Zur préparativen Restriktionshydrolyse wurde der Restriktionsansatz analog angesetzt und die
Mengen und Volumina in gleichen Verhaltnissen vergrof3ert. Die zur vollstandigen Hydrolyse
notwendige Inkubationszeit wurde empirisch ermittelt. Die Elektrophorese wurde in TAE-
Puffer mit 1%igen Agarosegelen bei konstant 60 mA durchgefuhrt. Nach erfolgter
Auftrennung der DNA-Fragmente wurden die DNA-Banden nur partiell angeférbt und
visualisiert. Dazu wurde ein Gellangsschnitt 20 min in Ethidiumbromidlésung inkubiert und
die DNA im UV-Durchlicht bel 300 nm visudisiert. Die Laufhdhe der gewiinschten DNA-
Bande wurde durch das Anlegen des geférbten Gelequivalentes ermittelt und das mittels
Skalpell ausgeschnittene ethidiumbromidfreie Gelstlickchen weiterverwendet (2.2.2.7.).

2.2.2.7. Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das ausgeschnittene Agarosestiick (2.2.2.6.) wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefald mit TE-
Puffer-geséttigtem Phenol vollsténdig Uberschichtet. Die Probe wurde in fllissigem Stickstoff
gefroren und anschlieffend mit 19000g fur 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die
obere wdd¥ige Phase wurde aufbewahrt und die untere Phase mit 200 ul TE-Puffer-
gesdttigtem Phenol versetzt. Die Probe wurde erneut schockgefroren und wie oben
zentrifugiert. Die wa¥igen Phasen wurden vereinigt, mit 0,5 ml TE-gesdttigtem Phenol
vermischt und 1 min wie oben zentrifugiert. Die obere wal¥ige Phase wurde abgenommen
und die DNA durch Phenolextraktion und Ethanolféllung (2.2.2.4.) gereinigt.

Alternativ konnte zur Isolation von DNA aus Agarosegelen der NucleoSpin-Kit der Firma

Machery-Nagel verwendet werden.
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2.2.2.8. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um einen PCR-Ansatz von 50 pl zu erhalten, wurden die Komponenten wie folgt in ein PCR-
Reaktionsgefald pipettiert:

Zu 41 pl Wasser kamen 5 pl 10x Polymerasepuffer, 2 ul Template-DNA (5 - 50 ng DNA),
0,3 pl forward- und 0,3 pl reverse-Primer (je 1pumol/ul), 0,4 pl dNTP-Mix (10 mM) und zum
Schlu® 1 pl Polymerase (1U).

In einem Thermocycler (Biometra) wurden folgende PCR-Zyklen durchlaufen:

95°C fur 3 min

55-60 °C fur 1 mi
72°C fur 2 min

95°C fur 1 min
30 Cyclen

72°C fur 15 min

2 Ul der Probe dienten zur Analyse der Reaktion mittels Auftrennung Uber ein Agarosegel, der
Rest wurde Uber ein Agarosegel oder mittels Saulenprdparation gereinigt und
weiterverarbeitet.

2.2.2.9. Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Ligation muften Oligonukleotide am 5- Ende phosphoryliert werden. Die
Phosphorylierung wurde mit dem Enzym T4-Polynukleotid-Kinase durchgefihrt. 12 pl DNA-
Losung (150 pmol/ul in Wasser) wurden mit 4 pl 5 x Reaction Forward buffer (Invitrogen), 1
pl 10 mM dATP, 2 ul Wasser und 1 pl T4 Polynukleotid-Kinase (Invitrogen, 6 U/ul) versetzt.
Die Reaktion wurde fir 1 h bei 37 °C durchgefiihrt und das Enzym anschlief3end fur 20 min
bei 70°C im Wasserbad hitzeinaktiviert.

2.2.2.10. Adapter-Ligation

Die Adapterligation diente zur Einfihrung von Epitopen in Vektoren. Dafir wurden 400 ng
Vektor-DNA mit dem 20fachen Uberschuss der Adapter-Oligos (von denen nur ein Oligo
phosphoryliert wurde (2.2.2.9.)) versetzt, mit 2,5 pl Ligase-Puffer versetzt, mit Wasser auf ein
Reaktionsvolumen von 23 pl eingestellt und mit 2 pl (2 U) T4-Ligase versetzt. Der Ansatz

wrde Uber Nacht bei 15°C inkubiert und dann zur Transformation eingesetzt.
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2.2.2.11. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation eines DNA-Inserts mit linearisierter Vektor-DNA wurde die T4-DNA-Ligase
eingesetzt. Es wurde ein 10-fach molarer UberschuB des Inserts gegeniiber der Plasmid-DNA
eingesetzt. Die Insert-DNA, die linearisierte Vektor-DNA und 2 ul 10x Ligase-Puffer wurden
vermischt und das Volumen der Lésung mit Wasser auf ein finales Volumen von 19 pl
eingestellt. Zuletzt wurde 1 ul T4-DNA-Ligase zugegeben, gemischt und der Ligationsansatz
Uber Nacht bel 14°C inkubiert. Zur Kontrolle auf Selbstligation der Vektor-DNA wurde ein
Ansatz ohne Insert-DNA pipettiert und wie der Ligationsansatz behandelt. 10 ul Ligations
oder Kontrollansatz wurden anschlieffend zur Transformation (2.2.2.12.) von kompetenten
E.colis engesetzt und durch Plasmid-DNA-Isolation (2.2.2.3) und analytische
Restriktionshydrolyse (2.2.2.6.) charakterisiert.

2.2.2.12. Transformation

Zur Transformation von E.coli wurde eine 200 pl-Portion kompetenter Bakterien auf Eis
aufgetaut und mit 5 ng Plasmid-DNA oder 50 ng DNA aus einem Ligationsansatz versetzt.
Die Bakteriensuspension wurde 30 min auf Eis inkubiert, dann fur 90 s auf 42 °C erwarmt
und sofort fir 2 min in Eis gestellt. Nach Zusatz von 2 ml SOC-Medium wurden die
Bakterien fur eine Stunde bel 37 °C inkubiert und anschlief3end bei 3500g und 4°C fir 5 min
in der Tischzentrifuge sedimentiert. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Agar-

Platten ausgestrichen und bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.2.13. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Miniprdp-DNA des entsprechenden Klones wurde mit Hilfe eines Kits (Machery Nagel)

isoliert und von der Firma Genterprise, Mainz sequenziert.

2.2.3. Erstellung der Expressionsplasmide

2.2.3.1. Der Expressionsvektor fir das Drosophila-Expressionssystem

Die cDNA des PAC1-Rezeptors wurde aus dem pSGPACAPR-Vektor [2] mittels PCR
amplifiziert. Es handelte sich um die cDNA des PCA1-Rezeptors der Ratte. Der verwendete
forward-Primer enthielt eine Bglll-Restriktionserkennungsstelle, der verwendete reverse-

Primer eine Agel-Restriktionserkennungsstelle. Das erhaltene Amplifikat wurde in den



36 2. Material und Methoden

pMTB-Vektor Uber die Bglll- und Agel-Schnittstellen eingefugt. Die cDNA des PAC1-
Rezeptors besal? dann N-terminal eine BiP-Signalsequenz (immunoglobulin heavy chain
binding protein) und stand unter dem Einfluss eines induzierbaren Metallothionein-Promoters
(MT). Die BiP-Signalsequenz soll fur eine effizientere Sekretion des rekombinanten Proteins
ins Medium sorgen. Im Fall eines Membranproteins wird ein guter Transport an die
Zelloberflache erwartet. Der MT-Promoter ist durch Kupferionen induzierbar. Die Induktion
der Proteinsynthese erfolgt im allgemeinen bei hohen Zelldichten kurz vor der Ernte der
Zellen. Eine unndtige Belastung des Zellapparates in der logarithmischen Wachstumsphase
der Zellen wurde somit vermieden.

Zum immunologischen Nachweis enthielt die PAC1-Rezeptor-cDNA enthielt N-terminal ein
myc-Epitop (EQKLISEEDL).

Eine Ubersicht tber die verwendeten Klonierungsstrategie zum Erhalt des pMTBPACAPR-
Expressionsvektors fur S2-Insektenzellen ist in Abbildung 4 dargestellt.

Zum erhat von Transformanden wurde der Ligationsansatz im E.coli Stamm DHb5a
transformiert (2.2.2.12.) und ein korrekter Klon durch Restriktionsanayse von Mini-
Praparations-DNA gesucht. Die cDNA des Klons wurde durchsequenziert, um eventuell
entstandene fehlerhafte Nukleotidsequenzen bel der PCR auszuschlief3en. Vom richtigen
PMTBPACAPR-Klon wurde eine Dauerkultur angelegt (2.2.2.1.) und Uber eine DNA-
Préparation (2.2.2.3.) gentigend Plasmid-DNA fUr die Transfektion gewonnen.
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Abbildung 4: Klonierungsstrategie zum Erhalt des pM TBPACAPR-Vektorsfir die Expression in
Schneider 2-Zellen.

Weiterhin wurde ein zusétzliches Tag an die cDNA des PAC1-Rezeptors angefiigt, um erstens
eine zusétzliche Moglichkeit der Rezeptoranreicherung Uber
Antikorperaffinitétschromatographie und zweitens ein weiteres Mittel des immunologischen
Rezeptornachweises zu haben. Bei dem zusétzlich C-terminal eingefiigtem Tag handelt es

sich um die letzten 15 C-terminalen Aminosauren des Rhodopsins (Rho). Mit diesem Rho-
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Epitop wurden gute Erfolge bel der Reinigung des Glutamatrezeptors [28] erzielt. Weiterhin

existieren sehr gute Antikorper gegen dieses Rho-Epitop [31].
Das Rho-Epitop wurde mit der Methode der Adapterligation (2.2.2.10.) eingefuigt. Daflr

wurden die mit geeigneten Schnittstellen versehenen Oligos zusammen mit dem linearisierten
Vektor pMTBPACAPR (siehe oben) inkubiert und ligiert. Der Ligationsansatz wurde in

E.colis transformiert und ein richtiger Klon durch Restriktionsanalyse von Mini-Praparations-

DNA gefunden. Das Rhodopsin-Epitop wurde durchsequenziert. Eine Ubersicht tber die
Klonierungsstrategien zum Erhalt des Expressionsvektors pMTBPACAPRRho ist

Abbildung 5 dargestellt.
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2.2.3.2. Der Expressionsvektor fir die Expression in suspensionsadaptierten HEK-Zellen

Aus dem erhatenen pMTBPACAPRRho-Vektor (2.2.3.1.) wurde die cDNA des PAC1-
Rezeptors mit N-terminalem myc- und C-terminalem Rho-Tag in den fur die Expression in
HEK-Zellen geeigneten pcDNA3-Vektor kloniert. N-terminal wurde die EcoRI-Schnittstelle
verwendet, C-terminal die Pmel-Schnittstelle bzw. die EcoRV-Schnittstelle (blunt). Eine
Ubersicht Uber die angewandte Klonierungsstrategien zum Erhalt des Expressionsvektors

pcDNA3PACAPRRNo flr die Expression in suspensionsadaptierten HEK293-Zellen ist in
Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Klonierungsstrategie zum Erhalt des pcDNA3PACAPRRho-Vektors zur Expression in
suspensionsadaptierten HEK-Zellen.
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Der Ligationsansatz wurde transformiert und ein richtiger Klon durch Restriktionsanalyse
identifiziert. Es wurde eine Dauerkultur angelegt und Uber eine Plasmid-Maxipraparation
groRere Mengen Plasmid-DNA zur Transfektion der suspensionsadaptierten HEK-Zellen
erhalten.

2.2.3.3. Der Expressionsvektor fur das Baculovirus-Expressionssystem

Aus dem erhaltenen pcDNA3PACAPRRho-Vektor (2.2.3.2.) wurde die cDNA des PAC1-
Rezeptors mit N-terminalem myc- und C-terminalem Rho-Tag in den pFastBac-Vektor
kloniert. Eine Ubersicht iber die angewandte Klonierungsstrategien zum Erhalt des
pFastBacPACAPRRho-Vektorsist in der Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Klonierungsstrategie zum Erhalt des pFastBacPACAPRRho-Vektors zur Expression in Sf9
und Sf21-1nsektenzellen.

Der Ligationsansatz wurde transformiert und Minipréparations-DNA isoliert.
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Der generierte Vektor war dann zur Transposition in AcNPV-Bacmid-DNA (2.2.8.2.)

geeignet, die in speziellen kompetenten E.coli-Zellen (Invitrogen) enthalten war.

2.2.3.4. Der Expressionsvektor fur die Expression in Bakterien

Fur die Expression des PAC1-Rezeptors in Bakterien wurde die cDNA des Rezeptors in den
pGexHis-Vektor transferiert. Der generierte pM TBPACAPRRhOo-Vektor (2.2.3.1.) wurde als
Template fur die Amplifikation der cODNA des PAC1-Rezeptors gewahlt. Die Primer wurden
so kongtruiert, dass die Ligation des Amplifikates Uber die EcoRI- und die Kpnl-Schnittstelle
in den pGexHis-Vektor zu einer cDNA des PAC1-Rezeptors fuhrte, die im Leserahmen mit
dem GST-Tag und dem His-Tag standen. Eine Ubersicht Uber die Klonierungsstrategie zum
Erhalt des pGexPACAPRRhoHis-Vektors gibt die Abbildung 8. Der Ligationsansatz wurde in
DH5a-Z€ellen transformiert und en richtiger Klon isoliert. Die Plasmid-DNA des
pGexPACAPRRhoHis-Vektors wurde isoliert und fur die Expression des Rezeptorproteins in
BL21-Zellen transformiert.
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Abbildung 8: Klonierungsstrategie zum Erhalt des pGexPACAPRRhoHis-Vektors zur Expression in

Bakterienzellen.

Fur die PCR kamen folgende Primer zum Einsatz: 5°- CCG AAT TCA TGG ATC TCG AAC AAA AAC TCA
TT -3 (forward) und 5 - AAA CGG TAC CGG CAG GCG CCA CTT GGC TGG T — 3’ (reverse).
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2.2.4. Proteinexpression des PAC1-Rin E.coli BL21-Zellen und Praparation von Inclusion
bodies

Der E.coli-Stamm BL21 wurde mit der Plasmid-DNA des pGexPACAPRRho-Plasmides
(2.2.3.4)) transformiert und eine Dauerkultur (2.2.2.1.) angelegt. Von dieser Dauerkultur
wurde eine Ubernachtkultur angesetzt. Mit 1 ml dieser Ubernachtkultur wurden 100 ml
Ampicillin-LB-Medium angeimpft. Es erfolgte Inkubation bel 37°C im Bakterienschiittler.
Bei einer ODgpp = 0,4-0,6 wurde zur Induktion der Proteinexpression IPTG bis zu einer
Konzentration von 100 puM steril zugegeben und fir 3 Stunden weiterinkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation fir 1 min mit 3000 g bei 4°C geerntet und in 3 ml 20 mM
Tris/HCI-Puffer pH 7,5, 25 % Sucrose resuspendiert. Die Probe wurde auf 1 mM EDTA
eingestellt, mit 0,25 mg Lysozym pro ml Probe versetzt und fur eine Stunde auf Eis inkubiert.
Abschlief?end wurde 1 mM DTT und 20 pg/ml PMSF zugegeben und alles bei —20°C
eingefroren.

Nach dem Auftauen wurde auf 15 mM MgCh und 5 pg/ml DNase eingestellt und die Probe
fir eine Minute mit Ultraschall behandelt. Danach erfolgte Ultrazentrifugation fir 30 min mit
250000 g bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 3 ml PBS/ 1 mM DTT
suspendiert und nochmals in der Ultrazentrifuge wie oben zentrifugiert. Das Pellet wurde
schliefdich in 1 ml PBS/1 mM DTT suspendiert und die Fraktion as InclusionBody-

Préparation bezeichnet, obwohl Bakterienmembran enthalten war.

2.2.5. Zellkulturmethoden

2.2.5.1. Kryokonservierung

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden Zellen eines konfluenten Zellrasens suspendiert und
in der Tischzentrifuge fir 5 min bei 2000 g mit Raumtemperatur sedimentiert. Das
Zellsediment wurde in 1 ml frischem Medium suspendiert und mit dem gleichen Volumen
frisch zubereitetem Gefriermedium (Zellkulturmedium und 20 % (v/v) DMSO) verdinnt. Die
Z€llsuspension wurde in 1 ml-Portionen in Kryoréhrchen tGberfihrt, einige Stunden bei —20°C
und Uber Nacht bei -70 °C vorgefroren. Anschlief3end wurden die Dauerkulturen in fliissigem
Stickstoff gelagert.
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2.2.5.2. Kultivierung eukaryontischer Zellen

HEK-Zellen (auch suspensionsadaptierte [32]) wurden auf Zellkulturschalen in DMEM-
Medium bei 37°C im Zdlkulturbrutschrank (5 % CO,) kultiviert. Zum Passagieren dieser
Zellen wurde das ate Medium abgesaugt, der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen und die
Zéllen fur eine min mit 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert, was zum Abldsen der Zellen
fuhrte. Die Zellsuspension wurde nach der Einwirkzeit ziigig mit 9 ml PBS verdinnt und fir 5
min mit 800 g bel RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium
aufgenommen und die Zellen in geeigneten Verdinnungen auf neue Zellkulturschalen verteilt.
Weiterhin  war es mdoglich, die suspensionsadaptierten HEK-Zellen in einem
Spinnerflaschensystem (Integra) zu kultivieren. Dafir wurden die Zellen von konfluent
bewachsenen 10-cm-Schalen steril in die Spinnerflaschen tGberfihrt und auf einer Ruhreinheit
bis zur gewinschten Zelldichte beal 37°C waeiterinkubiert. Der Luftraum Gber der
Suspensionskultur wurde dabei mit steriler Brutschrankluft (5 % CO,) begast. Es wurde
darauf geachtet, dass das eingetragene Kulturvolumen nicht mehr as 1/5 des méglichen

Fullvolumens Uberschritt.

-Zellen wurden in Zelkulturflaschen in DES-Medium bei 27°C kultiviert. Zum
Passagieren dieser Zellen wurden sie mit einem Pipettenstrahl vom Flaschenboden abgel 6st.
Die Zelsuspension wurde fir 5 min mit 800 g bei RT zentrifugiert und das Zellpellet in
frischem Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden in geeigneten Verdinnungen auf
neue Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.5.3. Transfektionsmethoden

Transfektion von HEK-Zdllen

Fur die stabile Transfektion von HEK-Zellen wurde die Kaziumphosphat-
Transfektionsmethode angewendet. Von einer zu 50 % konfluenten 10-cm-Schale wurde das
ate Kulturmedium abgesaugt und mit der vorbereiteten Transfektionsmischung (10 pg DNA,
750 pl Wasser, 250 pl CaCh, 1 ml BBS wurden kréftig gemischt, fur 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann mit 8 ml MEM versetzt.) fur 4,5 Stunden bel 3 % CO,-
Atmosphédre im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end wurde die Transfektionsmischung

abgesaugt und 2 ml Glyzerinldsung zugegeben. Nach 3 min Inkubationszeit bel
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Raumtemperatur wurde die Glyzerinlésung wieder abgesaugt und die Zellen drei mal mit je 5
ml PBS gewaschen. Abschlief3end wurde frisches Medium zugegeben und die Zellen bei 5 %
CO; im Inkubator weiter inkubiert.

Transfektion von S2-Zellen

Die Transfektion von S2-Insektenzellen wurde nach Angaben des mitgelieferten Protokolls
(Drosophila Expressions-Kit, Invitrogen) mit 10 pg Plasmid-DNA durchgefihrt.

2.2.5.4. Préparation von 2- und HEK-Zellmembranen

Die Zellen wurden mit der Pipette vom Schalen- oder Flaschenboden abgel 6st, fur 10 min mit
800 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Alle weiteren Schritte
erfolgten auf Eis mit vorgekihiten Lésungen. Das Z€llpellet wurde in 5 ml Puffer 1 (5 mM
HEPES pH 7,4 /1 mM EDTA) suspendiert und 10 min bei 0°C inkubiert. Die Suspension
wurde in einen Potter Uberfihrt und fir 1 min bearbeitet. Das Suspensionsvolumen wurde mit
Puffer 1 auf 20 ml erhoht und fiir 20 min mit 19000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 5 ml Puffer 2 (15 mM HEPES, pH 7,4) suspendiert. Es
erfolgte die Behandlung im Potter, das Auffillen des Suspensionsvolumens mit Puffer 2 auf
20 ml und Zentrifugation wie oben. Letzterer Schritt mit Puffer B wurde noch zweimal
wiederholt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet mit 5 ml Puffer 2 mittels
Potter sehr gut homogenisiert. Die Zellmembransuspension wurde aliquotiert, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.5.5. Polylysinbeschichtung von Zellkulturschalen

Eine 10-cm-Zellkulturschale wurde mit 5 ml Poly-L-Lysin-Ldsung (1 mg/ml steril) beschickt
und far 30 min inkubiert. Die Poly-L-Lysinlésung wurde abgenommen und fir weitere
Beschichtungen verwendet. Die Zellkulturschale wurde drel mal mit 5 ml sterilem Wasser
gewaschen und konnte dann einige Tage aufbewahrt werden. Wurden auf der beschichteten
Platte sofort Zellen ausgesét, wurde nur zwel mal mit Wasser gewaschen und abschlief3end
mit 5 ml PBS.
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2.2.5.6. Behandlung von Zdllen fur die nachfolgende Fallung des Zdllkulturiiberstandes

Der alte Kulturiberstand einer 10-cm-Schale wurde abgesaugt und die Zellen zur Waschung
vorsichtig mit 4,5 ml Medium ohne Zusétze Uberschichtet. Das Medium wurde abgesaugt und
der Waschschritt nochmals wiederholt. Anschlief3end wurden die Zellen mit 4,5 ml Medium,
das 5 % Glutamin und 5 pg/ml BSA (fettsaurefrel) enthielt, Uberschichtet und der jewellige
Stimulator oder Inhibitor zugesetzt. Die Zellen wurden fir 4 Stunden im Brutschrank

inkubiert und der Uberstand geerntet.

2.2.5.7. Kalziummessung

Die konfluent gewachsenen Zellen einer 10-cm-Schale wurden mit 5 ml Medium bedeckt. Es
wurden 7,5 pl Fura2/AM (1 mM in DMSO) dazugegeben und die Zellen fur 30 min im
Brutschrank weiterinkubiert. Anschlief3end wurde der Zelliberstand verworfen und 5 ml 37°C
warmes PBS/05 M EDTA auf die Zellen gegeben. Die Lésung wurde kurz einwirken
gelassen, die Zellen dann mit der Pipette abgelost und in ein 15 ml Reagenzrohrchen
Uberfuhrt. Die Schale wurde mit 5 ml EDTA/PBS nachgewaschen, alles vereinigt und far 10
min mit 800 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet mit 10 ml warmen HBS-Puffer Uberschichte und nochmals fir 5 min mit 800 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 5,5 ml
HBS-Puffer suspendiert. Fir die Messung des Kalziumeinstroms wurden jeweils 500 pl der
Zellsuspenson mit 25 ml HBSPuffer in ener Kilvette gemischt und das
Extinktionsverhdtnis gemessen. Dann wurde zu der Zellsuspension 10 pl der jeweiligen
Ligandenltsung (300fach Stammkonzentration) zugegeben und der zeitliche Verlauf der

Anderung des Extinktionsverhaltnisses dokumentiert.

2.2.6. Das Drosophila-Expressionssystem

Das Drosophila-Expressionssystem beruht auf der Expression von Proteinen in Schneider2—
Zellen (2-Zellen). Die Schneider2—Zellen (2-Zellen) wurden von der Fruchtfliege
Drosophila malanogaster erhalten und besitzen den Vortell, in loser Adherentkultur oder fur
groRere  Malstdbe auch in  Suspensionskultur zu wachsen. Mit Hilfe dieses
Expressionssystems wurde der Glucagon-Rezeptor durch Tota et al. in hohem Male
Uberexprimiert [33]. Der Drosophila Expressionskit der Firma Invitrogen war Ausgangspunkt
fur die Expression des PACL in S2-Zellen. Die Transfektion der S2-Zellen mit der Mini-
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Préparations-DNA erfolgte nach den Vorschriften des mitgelieferten Protokolls. Eine stabile
Selektion erfolgte durch Zugabe des Selektionsantibiotikas Hygromycin (200 pg/ml).

24 Stunden vor der Ernte der S2-Zellen und der nachfolgenden Membranpréparation fur die
Expressionsanalyse wurde zur Induktion der PACILl-Expresson sterile 100 mM

Kupfersulfatlosung (Endkonzentration 0,5 bis 1,5 mM in 0,2er Schritten) zugegeben.

2.2.7. Die Expression in suspensionsadaptierten HEK-Zellen

Weiterhin wurde der PACI1-Rezeptor in suspensionsadaptierten Humanen Embryonalen
Nieren-Zellen (HEK-Zellen) transformiert. Suspensionsadaptierte HEK-Zellen besitzen
gegenuber nur adherent wachsenden HEK-Zellen den Vortell, auf Zellkulturschalen sowie
auch als Suspensionskultur (2.2.5.2.) kultivierbar zu sein.

Die Transfektion mit Mini-Préparations-DNA erfolgte wie unter 2.2.5.3. beschrieben. Eine
Selektion nur der Zellen mit aufgenommener Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe des
Antibiotikas G418 in das Zdlkulturmedium. Die Zellmembran wurde prépariert (2.2.5.4.) und

flr die Expressionsanalyse eingesetzt.

2.2.8. Das Baculovirusexpressionssystem

2.2.8.1. Allgemeines zur Methode

Die wohl besten Ergebnisse bei der Uberexpression von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
wurden bisher mit dem Baculovirus-Expressionssystem erhalten. Der Baculovirus ist nicht
pathogen fur Pflanzen und Tiere. Er fuhrt jedoch bei der Aufnahme durch Insekten zur
Zelllylse derselben, wobel der austretende Virus wieder auf der Pflanzentberfléache vertellt
wird. Pflanzen haben somit ein System entwickelt, sich wirksam vor Insektenfrald zu
schitzen.

Mittels Restriktionstechnik wurde die cDNA des PAC1-Rezeptors in den pFastBac-Vektor
einkloniert und Uber eine Fl-Integrationsstelle in die in E.colis enthatene VirussDNA
eingefugt. Die Viruss-DNA enthielt alle fur die Virusinfektiositdt und Virusamplifikation
wichtigen Gene. Die cDNA des Rezeptors wurde so integriert, dass sie unter Einfluf3 eines der
starksten in der Natur bekannten Promotoren, des viralen Promoters Polyhedrin, stand. Bel
erfolgreicher Integration wurde ein Galaktosidasegen zerstort. Dieser Umstand wurde zur
Selektion richtiger Klone benutzt, da diese auf X-Gal-Agaroseplatten keine blaue
Farbreaktion mehr ergaben. Die durch Mini-Prgparation erhaltene Bacmid-DNA wurde zur
Transposition von Insektenzellen eingesetzt. Die Zdllinien des Nachtfalters Spodoptera
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frugiperda (Sf) kamen zur Anwendung des Baculovirus-Expressionssystems. Sf9-Zellen sind
fur die Amplifikation des Viruses besser geeignet, Sf21-Zellen dagegen fir die Expression des
Proteins.

Sf9-Zellen werden in TMNFH-Medium kultiviert und besitzen gegentber S21-Zellen einen
langsameren Stoffwechsel. Sie wurden mit der erhaltenen Bacmid-DNA transfiziert und zur
Gewinnung von viralen Uberstanden wurde der Zellkulturiiberstand gegerntet. Es wurde nach
Protokoll (Invitrogen) weitergearbeitet und somit ein Viruslysat mit einer Anzahl von ca. 108
Viren enthalten. Um eine erfolgreiche Expression zu erhalten, muss eine bestimte Anzahl von
Viren pro Zelle vorhanden sein. Dieses Verhéltnis beschreibt die Multiplizitdt der Infektion
(MQl).

Fur eine optimale Infektion wurden die $f21-Zellen mit einer MOI von 5-10 infiziert. Die
Ernte der infizierten S21-Zellen erfolgte nach 3 Tagen (72 h) mit anschlief3ender
Membranpréparation. Der ZellUberstand enthielt Virus und wurde gesammelt.

Wurde die Infektion der Zellen mit frisch préparierten Virusiiberstdnden vorgenommen,
mufdte vor der Infektion der Zellen, also vor der Zugabe der Virudysate, das aquivalente
Volumen an Zellkulturtiberstand entfernt werden. Um diesen Schritt zu vermeiden, wurden
die Spinnerflaschen meist nur bis zu 2/3 mit dem Insektenzellmedium beflllt. Bei Infektion
der Zellen mit aus Expressionsiiberstdnden prépariertem Virus war das Virusvolumen meist
S0 gering, dass es nur zugesetzt werden muldte. Es wurde mit einer MOI von 5-10 infiziert.
Drei Tage (72 h) nach der Infektion wurden die Zelen geerntet. Dafir wurde mit einer
Fitrationseinheit der Kulturlberstand steril geerntet und der Virus aus ihm zurtickgewonnen
(2.2.8.10.). Die eingeengten Zellen wurden abzentrifugiert, gewaschen und wie beschrieben
die Membran prépariert.

2.2.8.2. Herstellen von Luria-Agar-Platten

3,7 g LuriazAgar wurde mit 100 ml Wasser versetzt und fur 10 min autoklaviert.
Anschliefiend wurden in die ca 50°C warme Losung Zusdtize nach folgender Tabelle 3

eingebracht:
Zusatz Endkonzentration | Stammkonzentration| Pipettiervolumen

pg/ml mg/ml pl
Kanamycin 50 10 500

Gentanicin 7 25 28
Tetracyclin 10 10 100

IPTG 40 200 20
Bluo-Ga 300 20 1500

Tabelle 3: Pipettierschema fur die Antibiotikazugabe zu Luri-Agar-Platten
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Die Ldsung wurde durchmischt, sofort auf 56 Bakterienplatten verteilt und bei 4°C gelagert.

2.2.8.3. Transposition zum Erhalt virdler DNA

Die préparierte pFastBacPACAPRRho-Plasmid-DNA (2.2.3.3.) wurde mittels Transposition
in die Bacmid-DNA eingebracht. Dafir wurden 1 ng der Plasmid-DNA mit 100 pl der
kompetenten DH10Bac-Zellen (Invitrogen) vermischt, 30 min auf Eis inkubiert und fir 45 s
auf 42°C gebracht. Anschlief3end wurden die Zellen nochmals fur 2 min auf eis gestellt, dann
mit 900 pl SOC-Medium versetzt und fir 4 Stunden bel 37°C unter Schiitteln inkubiert. Von
der Transformationslésung wurde dann mit SOC-Medium eine Verdunnungsreihe in
Zehnerpotenzen bis zu einer Verdiinnung von 103 hergestellt. Jeweils 200 pl der Verdiinnung
wurden auf den Luri-Agar-Platten (2.2.8.2.) ausplattiert und fur 36 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Es wurden nur weif3e, von den anderen Kolonien gut getrennte Kolonien gepickt
und auf frische Luria-Agar-Platten ausplattiert. Blaue Koloniene enthalten keine eingebaute
Plasmid-DNA. Das LB-Medium fir Ubernachtkulturen wurden mit den Antibiotika
Kanamycin (50 ug/ml), Gentamycin (7 pg/ml) und Tetracyclin (10 pg/ml) versetzt. Es wurde
eine Dauerkultur (2.2.2.1.) angelegt und Minipraparations-DNA nach der Puffermethode
(2.2.2.3.) hergestellt, wobel sie aufgrund ihrer Grof3e nicht gevortext werden sollte. Die DNA
konnte aufgrund ihrer Grof3e (Virus-DNAL!) nicht Gber Restriktionsanalyse analysiert werden.

Darum war das Weiterverarbeiten nur optisch eindeutig weil3er Klone sehr wichtig.

2.2.8.4. Kultivierung von Sf9-Insektenzellen

Die Kultivierung der Sf9-Zellen erfolgte bei 27°C in TMNFH-Medium in einem unbegasten
Brutschrank in Zellkulturflaschen oder in einem wasserdampfgeséttigtem Brutschrank in
Zellkulturschalen .

2.2.8.5. Monolayerkulturen

Die Kultivierung von Insektenzellen in Medienvolumina von 5-60 ml erfolgte als Monolayer
in sterilen Gewebekulturflaschen oder Zellkulturschalen, in die frisches Zellkulturmedium
vorgelegt und mit einer Zellsuspension im Verhdtnis 5:1 angeimpft wurde. Die Zelkultur
wurde bis zur Konfluntitét inkubiert. Fir die Passage wurden die Zellen vom Flaschenboden
abgeklopft bzw. mit einem Mediumstrahl aus der Pipette abgel6st und zum Animpfen von
frischem Medium in einem Verhdtnis von 1.5 eingesetzt. Bei Zellpassagen wurden pro 25
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cn?-Flasche 5 ml, pro 75 cnf Flasche 15 ml und pro 150 cmé-Flasche 40 mi
Zelkulturmedium verwendet. Fir 10 cm Zellkulturschalen wurden 10 ml und fir 15 cm
Zellkulturschalen 20 ml Zellkulturmedium eingesetzt.

2.2.8.6. Begaste Suspensionskulturen

Praparative Suspensionskulturen von S21-Zellen wurden in einem selbst entwickelten
Superspinnersystem mit Begasungse nrichtung und Anstechgarnitur durchgefihrt.

2.2.8.7. Transposition von Sf9-Zellen zum Erhalt von Virudysat

Zur Infektion von Sf9-Zellen mit der erhaltenen Bacmid-DNA wurde die Zellen auf einer 6—
Loch-Platte kultiviert. Zellen, die zu 50 % konfluent gewachsen waren, wurden infiziert. Das
alte Medium wurde abgesaugt und die Sf9-Zellen zwel mal mit 2 ml TMNFH-Medium ohne
Antibiotika-Zusétze gewaschen. Der Transfektionsmix (5 pl Bacmid-DNA (2.2.8.3.) in 200 pl
Medium ohne Antibiotika wurden zu 6 pul CellFectin in 100 pl Medium ohne Antibiotika
getropft, vorsichtig geschwenkt und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlief3endes
Eintropfen der Losung in 800 pl Medium ohne Antibiotika und umschwenken) wurde auf die
Zellen gegeben und die Zellen fur 5 Stunden im Brutschrank weiter inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde der Transfektionsmix abgesaugt und 2 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben.
Nach sieben Tagen sollten die Zellen erste Anzeichen einer Infektion, also einer beginnenden
Zelllyse, aufzeigen. Der ZellUberstand enthielt erste Virenpartikel, die zur Virusamplifikation
eingesetzt wurden.

2.2.8.8. Infektion von Sf9-Zellen zur Amplifikation von rekombinanten Baculoviren

Rekombinante Baculoviren wurden in Sf9-Monolayerkulturen amplifiziert. Konfluent mit Sf9-
Zelen in TMNFH-Komplettmedium bewachsene Gewebekulturschalen wurden  zur
Virusamplifikation mit 1 ml Virentberstand (2.2.8.7.) infiziert. Nach acht Tagen Inkubation
wurden die Zellen mit 1500 g bel Raumtemperatur in der Tischzentrifuge sedimentiert. Dieser
Vorgang wurde wiederholt, bis die Zellen nach 3 Tagen deutliche Infektionsmerkmale trugen.

Der Uberstand kann bei 4°C im Dunkeln bis zu 6 Monaten gelagert werden.
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2.2.8.9. Praparative Expression des PAC1-Rezeptorsin Sf21-Zellen

Zur préparativen Expresson des Rezeptors in S21-Zellen wurde ein Eigenbau-
Superspinnersystem (H. Reilander, MPI fur Biophysik, Frankfurt) modifiziert. 2000 ml-
Spinnerflaschen waren mit einer Begasungseinrichtung versehen, die ein steriles und
gasblasenfreies Einbringen von Sauerstoff in das Kulturmedium erlaubte. Als
Begasungsmembran wurde Accurel”™-Polyethylenmembran (Akzo Nobel, Wuppertal)
verwendet. Zusétzlich zur Begasungseinrichtung wurde das System mit einer Crossflow-
Filtrationseinheit versehen, welche den sterilen Anschlul? einer Zellfiltrationseinheit erlaubte,
der Zugang zur Flasche wurde dabel mit einer autoklavierbaren Silikonsepten verschlossen.
Die Durchmischung der Zellsuspension erfolgte Uber einen Magnetrihrer, der in 3 cm Hohe
vom Flaschenboden beweglich an der Halterung der Begasungsmembran befestigt war.

Die Viruszugabe erfolgte nach folgender Formel:

Viruszugabe (ml) = MOI (pfu/ ml) * Zellzahl / Titer (pfu/ ml)

Es wurde mit einer MOI von 5-10 infiziert. Der Titer des jeweiligen Virusstockes wurde nach
den Angaben des Kits (Invitrogen) abgeschétzt.

Be ener Zeldichte von 1x10°-Zellen/ml bei einem Gesamtvolumen von 1300 - 1500 m
wurden die Flaschen infiziert. Dazu wurde das Virudysat unter sterilen Bedingunhgen in die
Flasche eingebracht. Die Flasche wurde dann lichtgeschiitzt im Wasserbad mit 27°C fir 3
Tage weliterinkubiert (Expressionsmaximum nach 72 h).

2.2.8.10. Isolierung von rekombinanten Baculoviren aus Expressionskulturiiberstanden

Die Rickgewinnung des Baculovirus aus den Expressionkulturtiberstanden erfolgte mittels
Ultrazentrifugation. Hierzu wurde das sterile Filtrat einer préparativen Expressionskultur
(2.2.8.9.) in sterile Beckman Type 19 -Zentrifugenbecher tberfuhrt und fir 1 h bel 4 °C mit
50000g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das erhaltene Viruspellet wurde im hundertsten
Teil des =zur Virusisolierung eingesetzten Kulturvolumens resuspendiert. Die

Baculovirussuspension wurde bei 4 °C im Dunkeln bis zu sechs Monaten gelagert.

2.2.8.11. Praparation von S21-Zellmembranen

Die eingeengte Zellsuspension wurde aus der Spinnerflasche in sterile Zentrifugenbecher
uberfuhrt und fur 10 min mit 1500 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur
Ruckgewinnung des Virus benutzt (2.2.8.10.). Das Z€llpellet wurde mit 100 ml kaltem PBS
gewaschen und nochmals wie oben zentrifugiert. Anschlief3end wurde das Pellet in 50 ml
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Lysispuffer suspendiert und fir eine Stunde auf Eis inkubiert. Danach wurde die Suspension
fur zwel mal 30 s mit dem Polytronmixer behandelt und fur 20 min mit 10000 g bel 4°C im
JA20-Rotor zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wieder in 50 ml
Lysispuffer suspendiert. Die Polytron-Mixer-Behandlung und Zentrifugation wurden solange
wiederholt, bis in der unter dem Mikroskop betrachteten Suspension keine intakten Zellen
mehr vorhanden waren. Die Suspension wurde aiquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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2.2.7. Proteinchemische Methoden

2.2.7.1. Synthese des PACAP27-Ala;-Cys-Bio

Entschiitzung des PACAP27-Ala;-Cys-Bio

Das Peptid PACAP27-Ala;-Cys-Bio (Abbildung 9) wurde in 1 ml TFA gel6st und
Silbertrifluoracetat in ebenfalls 1 ml TFA zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde zwei
Stunden bel 20°C geriihrt. Danach wurde der Ansatz mittels Rotationsverdampfer eingeengt
und das zuriickbleibende gelbliche O mit 5 ml Diethylether versetzt, was sofort zum
Ausfallen eines amorphen Niederschlages fuhrte. Von diesem Niederschlag wurde der Ether
vorsichtig abgenommen. Das zuriickgebliebene Salz wurde in 500 ul 50%iger Essigsdure
gelost, mit Ethandiol versetzt und fur wiederum zwel Stunden bel 20°C gerthrt. Das
entstandene Prazipitat wurde Uber eine Fritte abgesaugt und das Filtrat auf eine vorbereitete
C18- Saule gegeben. Es wurde mit 20 ml 0.1%iger TFA gewaschen und mit 10 ml Puffer B
eluiert. Nach der Gefriertrocknung des Eluates verblieb das entschiitzte Peptid PACAP27-
Alaz-Cys in Form eines weil3en Rickstandes. Die Konzetration der wal¥rigen Loésung wurde
wiein (2.2.1.4.) beschrieben bestimmt. Weiterhin wurde die Vollstandigkeit der Entschiitzung
mittels HPL C Uberprift werden (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Chromatogramm des PACAP-Ala;-Cys-Acm (geschiitztes Peptid).
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Abbildung 10: Chromatogramm des PACAP-Ala;-Cys (entschiitztes Peptid).
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Biotinylierung des entschiitzten Peptides

Zum gelosten, entschitzten Peptid PACAP27-Ala;-Cys wurde tropfenweise N-[6-
(Biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)propionamid (Biotin-HPDP) in DMF in 10fachem
Uberschul? gegeben. Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 4°C gerithrt. Nach Feststellung der
Vollstandigkeit der Reaktion mittels HPLC wurde die Reaktionsmischung Uber HPLC
gereinigt . Die gesammelten Fraktionen wurden in der Speedvak einrotiert, in Wasser gel0st
und mittels HPLC auf Reinheit Uberprift (Abbildung 11). Die Konzentration der Losung
wurde bestimmt (2.2.1.3.) und die Aliquots bel —20°C gelagert.

Elutionsprogramm HPLC: - 0-5min 0% Puffer B
- 5-15min 35 % Puffer B
- 15-45min 50 % Puffer B
- 45-60 min 100 % Puffer B
- 60-80min 0 % Puffer B
Die Interpretation der Peaks erfolgt im Ergebnisstell dieser Arbeit (3.1.1.).

79.28

Abbildung 11: Chromatogramm des PACAP27-Ala;-Cys-Bio (biotinyliertes Peptid).
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2.2.7.2. lodierung des photoreaktiven PACAP27-Liganden

Als Ausgangspeptid fiir die lodierung stand das PACAP-Analogon [Phe®(pBz)|PACAP27 zur
Verfiigung. Es besitzt in Position 6 eine Benzophenongruppe. Uber die lodierung mittels
lodogen-Methode [34] wurde an Position 10 oder 15 des Liganden das radioaktive |od-1sotop
125 eingefuhrt. Es besitzt eine Halbwertzeit von 60 Tagen.

Fur die lodierung wurde ein 1,5 ml Reaktionsgefal? mit lodogen beschichtet. Dafir wurden
1,4 mg lodogen in 7 ml Chloroform gelost, 30 ul der Lésung in das Kunststoffgefald tberfihrt
und die Losung mit sanftem Stickstoffstrahl eingedampft. Die Lagerung konnte dann einige
Monate bei —20°C erfolgen. In das Reaktionsgefal wurden 1 nmol [Phe®(pBz)]PACAP27 in
einem Volumen von 10 pl gegeben und 30 min bei Raumtemperatur sanft geschittelt.
AnschlieRend wurden die 10 pl [Phe®(pBz)]JPACAP27 in ein neues, mit lodogen beschichtetes
Reaktionsgefald dberfihrt, die Lésung mit 10 pl Dreifach-lodierungspuffer verdinnt und auf
Eis gestellt. Es erfolgte dann die Zugabe von 0,5 nmol Na®l in einem Volumen von 10 pl.
Alles wurde for 5 min auf Eis inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 5 pl TCA
gestoppt. Der Reaktionansatz wurde mit Puffer A auf 100 pl verdinnt und Uber HPLC
getrennt. Die Fraktionen mit dem iodierten [Phe®(pBz)]PACAP27 wurden vereinigt, mittels
Zugabe von HEPES neutrdisiert und auf 0,2 % Dodecylmatosid und 90 mM NaCl
eingestellt. Nach Aliquotierung erfolgte die Lagerung bei —20°C.

Es wurde folgendes Elutionsprogramm benutzt:

- 0-10 min 10-30 % Puffer B

- 10-60 min 30-45 % Puffer B

- 60 - 75 min 45-100 % Puffer B
75 - 105 min 0 % Puffer B

Die folgenden HPL C-Chromatogramme geben einen Uberblick tiber den Reaktionsverlauf der
lodierung. Die Interpretation der Peaks erfolgt im Ergebnisteil dieser Arbeit (3.1.2.).
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Abbildung 12: Chromatogramm des vollstandig oxidiertem photoreaktiven Liganden.

Die erfolgte Oxidation des Eduktes durch lodogen fiihrte zur Verschiebung der Retentionszeit um 1 min nach

hinten auf 27,97 min.

/
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Abbildung 13: Chromatogramm der |odierungsreaktion.
Vollstandig oxidiertes Edukt: 2828
lodiertes Produkt: 30,43
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2.2.7.3. Synthese von 3H-Propionyl- PACAP27

200 uCi des N-Propionylsuccinimids (5 nmol) in 200 upl Toluol wurden in einem
Reaktionsgefald mit 20 pl DMF versetzt und kurz gemischt. Die Losung wurde in einem
sanften Stickstoffstrom bis auf ein Volumen von 20 ul eingedampft. ES wurde eine Mischung
von 9 pul PACAP27 (3 nmol) und 1 pl Morpholin (1:10 verdinnt mit DMF) zugegeben und
der Reaktionsansatz fir 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. Zum Stoppen der Reaktion
wurde 1 pl TFA zugegeben. Es wurde mit 20 pl Puffer A verdinnt und auf die Microbore-
HPLC aufgetragen (Abbildung 14, Elutionsprogramm: 0-60 min von 20 % auf 40 % Puffer B,
60-70 min von 40 % auf 100 % B). Die Fraktionen (200 pl/min) wurden gesammelt und ein
Aliquot (10 pl) von ihnen im -Counter auf Radioaktivitdt untersucht (Abbildung 15). Es
entstanden vorwiegend zwei radioaktiv markierte Reaktionsprodukte. Die Verlaufsform der
chromatographischen Auftrennung (Abbildung 15) ist dabel mit dem Chromatogramm der
kalten Markierung (Abbildung 14) identisch.

Es wurden beide Reaktionspeaks getrennt gesammelt und charakterisiert.
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Abbildung 14: Chromatogramm der *H-Propionyl- PACAP27-Synthese.
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Abbildung 15: Radioaktiver Verlauf der Auftrennung des Reaktionsgemisches mittels Microbore-HPLC.
* entspricht dem Reaktionspeak in Abbildung 14 mit der Retentionszeit von 38,75 min.

# entspricht dem Reaktionspeak in der Abbildung 14 mit der Retentionszeit von 45,76 min.

Der Peak des Ausgangsproduktes aus der Abbildung 14 mit einer Retentionszeit von 34,11 min ist hier nicht
detektiert wurden, da er keine radioaktive Markierung besass.
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2.2.7.4. Bindungstests

In einem Reagenzréhrchen wurden 10 pl Wasser sowie 0,5 nmol des heif3en Liganden in
einem Volumen von 10 ul vorgelegt. Fir die Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde
das Wasser durch 5 nmol PACAP27 in einem Volumen von 10 pl ersetzt. Zu den Ansdtzen
wurde die Membran in einem Volumen von 80 pl zugegeben. Alle Pipettierungsschritte
erfolgten auf Eis. Die Ansdtze wurden dann fir 30 min bei 25°C unter Schitteln im
Wasserbad inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Filtration Uber GF/C-Filter, die zuvor fur 4
Stunden in 0.3 % PEI-eingelegt wurden. Fur die Filtration wurden die Ansdtze mit 3 ml
eiskatem Filtrationspuffer versetzt und Uber eine 12-Loch-Filtrationsapparatur mittels
Wasserstrahlvakuum  filtriert. Die Filter wurden drei mal mit gleichem Volumen an
Filtrationspuffer gewaschen und die verbliebene Radioaktivitét auf den Filtern in einem ¢

Counter vermessen.

Séttigungstest

Die Durchfihrung von Bindungstests fur Sattigungskurven erfolgte bis auf folgende
Ausnahmen analog zu den Bindungstests: Die Konzentration des heif3en Liganden und des
PACAP27 variierte, die Ansétze wurden fir 60 min bel 25°C inkubiert. Die Auswertung der
Daten erfolgte mit dem Programm RADLIG.

Displacementexperimente

Die Durchfiihrung von Displacementexperimenten zur Bestimmung von Ki-Werten erfolgte
bis auf folgende Ausnahmen analog zu den Bindungstests:

Die Konzentration des heif3en Liganden und des PACAP27 variierte, die Ansdtze wurden fir
60 min bei 25°C unter Schiitteln inkubiert.

2.2.7.5. Solubilisierung des Rezeptors

Solubilisierung mit Digitonin

Die entsprechende Menge Membran wurde mit 5 % Digitoninlésung und PBS-Puffer, der ein
Proteaseninhibitormix (Roche) enthielt, auf die gewlnschte Proteinkonzentration von 2
mg/ml und 1 % Digitonin eingestellt. Der Ansatz wurde fur 30 min bei 4°C inkubiert.
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Solubilisierung mit Dodecylmaltosid

Die entsprechende Menge Membran wurde mit 10 % Dedecylmaltosidiésung und PBS-
Puffer, der en Proteaseninhibitormix (Roche) enthielt, auf die gewilnschte
Proteinkonzentration von 5 mg/ml und 1 % Dodecylmaltosid eingestellt. Der Ansatz wurde
fur 30 min bei 4°C inkubiert.

Fir Versuchsreihen wurden die Solubilisierungsansétze fir eine Stunde in der Tischzentrifuge
mit 10000 g bel 4°C zentrifugiert. FUr praparative Ansdtze erfolgte die Zentrifugation in der
Ultrazentrifuge mit 120000g bel 4°C fur 30 min. Die Solubilisate wurden gleich

weiterverarbeitet.

2.2.7.6. Herstellung einer 1D4-Antikorpersaule

Gel préparation:

0,5 g Gd (aktivierte CH-Sepharose 4B) wurde in 100 ml 1 mM HCI suspendiert und in eine
Saule mit Fritte Uberfuhrt. Die Saule wurde an eine Peristaltikpumpe angeschlossen und die
Suspension fir 15 min mit 100 ml 1 mM HCI gewaschen. Danach erfolgte die Waschung der
Suspension mit 5 ml Kopplungspuffer (0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8). Es blieb ein

Gelvolumen von 1,5 ml zuriick.

Antikorperkopplung:

1 ml des 1D4-Antikorpers (2 mg/ml in Kopplungspuffer) wurden mit der Gelsuspension in
einer verschliefaren Saule mit Fritte gemixt. Die Kopplung erfolgte fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur unter Invertieren im Uberkopfschiittler. Sodann wurde das Gel durch
Waschen mit 7,5 ml Kopplungspuffer von nicht gebundenem 1D4-Antikorper befreit. Noch
aktivierte Gruppen der Sepharose wurden durch Inkubation des Gels in 0,1 M TrissHCI fir
eine Stunde bei Raumtemperatur unter Invertieren geblockt. Anschliefiend erfolgten drel
Zyklen aterniernden Waschens mit 7,5 ml 0,1 M Acetatpuffer pH 4,0, 0,5 M NaCl und
danach mit 7,5 ml 0,1 M Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 0,5 M NaCl. Zum Abschlul? wurde das Gel
letztmalig mit 15 ml PBS gewaschen und in PBS 0,1 % NaN3 bel 4°C gelagert.
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2.2.7.7. Antikorperaffinitatschromatographie

Das verwendete Chromatographieverfahren beruhte auf der Bildung eines Antikorper-Epitop-
Komplexes. Als Epitop fungierte das in den PAC1-Rezeptor C-termina eingefigte Rho-
Epitop. Dieses Epitop bestand aus den 15 C-terminalen Aminosduren des Rhodopsins. Es
wird natirlicherweise von dem 1D4-Antikorper erkannt. Dieser AntikOrper wurde an eine
Trégermatrix gebunden. Als Tragermatrix fungierte aktivierte Sepharose.

Zu 15 ml Solubilisat wurden 50 pl mit dem entsprechenden Solubilisierungspuffer
gewaschene 1D4-Antikorpersepharose (2.2.7.6.) gegeben. Alles wurde fir mindestens vier
Stunden oder Uber Nacht bei 4°C unter Invertieren inkubiert. Anschlief3end wurde der Ansatz
fir 1 min bei 4°C mit 1500 g in der Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand sorgféltig
abgenommen. Zur Sepharose wurden 200 ul Solubilisierungspuffer gegeben, kurz gemischt,
fir 10 s wie oben abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Der Waschschritt wurde
noch einmal mit Solubiliserungspuffer und danach mit Elutionspuffer wiederholt. Der
Elutionspuffer  enthielt nur noch 50 % der Detergenzkonzentration  des
Solubilisierungspuffers, ansonsten jedoch gleiche Pufferkonzentrationen. Zur Elution des
Rezeptors wurde die Sepharose mit 50 - 100 pl Elutionspuffer versetzt und das Elutionspeptid
C9 (Stammkonzentration 20 mM) bis zu einer Endkonzentration von 200 uM zugesetzt. Alles
wurde fir eine Stunde bel 4°C geschittelt und danach wie oben kurz abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proteine geféllt oder zur Vermeidung von
Bindungsverlust sofort in die Ligandenaffinitatschromatographie eingesetzt.

Sequenz des Elutionspeptides C9: HoN-TETSQVAPA-CONH;

2.2.7.8. Ligandenaffinitétschromatographie

Fur die Ligandenaffinitatschromatographie wurde 100 pl des Eluates (2.2.7.7.) sowie der
biotinylierte modifizierte PACAP27-Ligand (2.2.7.1., Endkonzentration 50 puM) eingesetzt.
Die Mischung wurde eine Stunde bel Raumtemperatur vorinkubiert, um Bedingungen fir die
Bildung des Rezeptor-Ligand-Komplexes zu erreichen. Anschliefend wurden 50 pl
Streptavidinagarose (Quiagen) zugesetzt und fir eine weltere Stunde bel 4°C im
Uberkopfschittler inkubiert. Die Streptavidinagarose wurde mit 1500 g fiir 10 s bei 4°C in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert, 3x mit 200 ul Solubilisierungspuffer gewaschen und das
Rezeptorprotein mittels Zugabe von 100 pl Elutionspuffer (pH 4,0; 0,5 % Detergens) und
Inkubation fur 5 min von der Agarosematrix eluiert. Aus dem Eluat wurden mittels der
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Chloroform-Methanol-Féllung (2.2.1.5.) die Proteine prazipitiert, in SDS-Probenpuffer

aufgenommen und Uber SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese auf einem Minigel aufgetrennt.

2.2.7.9. Photoreaktive Markierung

100 — 150 pg der zu markierenden Membran wurde in 200 pl Bindungspuffer ohne BSA mit
einer Konzentration des photoreaktiven Liganden 1%>-[Phe®(pBz)]PACAP27 (2.2.7.2.) von
05 nM suspendiert und far 60 min bei 25°C unter Schitteln inkubiert
(Bindungstestbedingungen). Danach wurde die L6sung durch die Verdinnung mit 1800 pl
eiskaltem Bindungspuffer ohne BSA und Stellen auf Eis sehr schnell abgekihit. Die Probe
wurde in eine Quarzkivette Uberflhrt. Die Bestrahlung erfolgte unter kontinuierlichem
Kuhlen der Kivette auf 4°C fur 45 min in einer Bestrahlungseinheit der Firma Leitz, Wetzlar.
Es wurde eine Quecksilberdampflampe vom Typ HBO 200 (Osram) und ein Glasfilter
(Schott, Mainz) zum Absorbieren der Wellenlangen unterhalb von 310 nm verwendet.
Solubilisate und Eluate wurden mit 2x Bindungspuffer verdinnt und unter
Bindungstestbedingungen mit dem photoraktiv markiertem Liganden (0,5 nM) inkubiert.
Anschlieffend wurde der Ansatz zur schnellen AbklUhlung in die eisgekihlte Kivette
Uberfuhrt. Die Bestrahlung erfolgte wie oben. Fur die SDS_Polyacrylamidgel el ektrophorese
wurde ein Aliquot der Probe mit gleichem Volumen an 2xSDS-Probenpuffer versetzt oder die
Proteine des Ansatzes mittels Methanol/Chloroform-Fallung (2.2.1.5.) prézipitiert.

2.2.7.10. Enzymatische Deglykosilierung

Die photoreaktiv markierte Membran (2.2.7.9.) wurde abzentrifugiert und in 100 pl
Deglykosilierungspuffer resuspendiert. Es erfolgte Zugabe von 2,5 ul PNGaseF (10U). Die
Deglykosolierung erfolgte fur 4 Stunden bei 37°C. Anschlief?end wurde die Membran Uber
SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese aufgetrennt und radiographisch detektiert.

2.2.7.11. Proteolytischer Verdau des photoreaktiv markierten Rezeptors

Zu dem photoreaktiv markiertem Eluat der Antikorperaffinitdtschromatographie (2.2.7.7.)
wurden 2 pl Kallikrein (10 U) zugegeben und der Ansatz tber Nacht bel 25°C inkubiert.

Alternativ wurde in einem weiteren Reaktionsansaiz die Proteine des Eluates der
Antikorperaffinitdtschromatographie nach der photoreaktiven Markierung gefdllt (2.2.1.5.),
das Proteinpellet durch einstiindige Inkubation in 1 % SDS gelést und mit Kallikrein-Puffer
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(2.1.12)) auf 0,1 % SDS verdiinnt. Nach der Zugabe von 2 pl Kallikrein (10 U) wurde Uber
Nacht bei 25°C verdaut.

2.2.7.12. Immunoprézipitation

Das Probenvolumen wurde mit PBS auf 500 pl eingestellt und mit 100 pl Protein A-
Sepharose fur 1 Stunde bel 4°C inkubiert. Die Protein A-Sepharose wurde abzentrifugiert, der
Uberstand mit der Antikorperlésung und 100 pl Protein A/G-Sepharose versetzt und Uber
Nacht bei 4°C unter Invertieren inkubiert. Anschlief3end wurde die Protein A/G-Sepharose
abzentrifugiert, mit 2 x 500 pl PBS und abschlieffend mit 500 pl Wasser gewaschen. Zur
Elution wurden 100 ul Zitronensdure pH 3,0 zugesetzt und for 30 min auf Eis inkubiert. Ein
Aliguot des Eluats wurde mit Auftragspuffer gemischt und aufgetragen.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung verschiedener PACAP27-Liganden

3.1.1. Synthese und Charakterisierung des PACAP27-Ala;-Cys-Bio

Ein Ziel dieser Arbeit war die Anreicherung des PAC1-Rezeptors in seiner funktionellen
Form, um ihn photoreaktiv markieren zu konnen. Ein sich anschlief3ender proteolytischer
Verdau des photoreaktiv. markierten PAC1-Rezeptors sollte zur Eingrenzung der
Ligandenbindungsstelle flhren.

Ein Schritt zum Erhalt des angereicherten funktionellen Rezeptors bietet die Methode der
Affinitétschromatographie mit einem biotinylierten PACAP-Liganden. Fir die Biotinylierung
stand das PACAP-Analogon PACAP27-Ala;-Cys-Acm zur Verfigung. Die Briucke von
sieben Alaninresten zwischen dem eigentlichen PACAP-Liganden und der reaktiven Gruppe
des Cysteins fungierte als Spacer und lief3 das biotinylierte Molekil beweglicher erscheinen.
Die Thiolgruppe des Cycteinrestes wurde im  Ausgangspeptid durch die
Acetoaminomethylschutzgruppe (Acm) vor einer Oxidation bewahrt. Die Schutzgruppe
wurde vor der Biotinylierungsreaktion entfernt. Als Biotinylierungsreagenz diente N-[6-
(Biotinamido)hexyl]-3"-(2"-pyridyldithio)-propionamid (Biotin-HPDP; Pierce). Biotin-HPDP
besitzt die leicht abspatbare Pyridin-2-thiolgruppe und reagiert in seiner freien Thiolform
selektiv mit Thiolgruppen. Ein kurzes Reaktionsschema ist in Abbildung 16 dargestellt.

Afm R
PACAP-Ala7-Cys-Acm PACAP-Ala;-Cys T—i PACAP-Alay-Cys-Spacer-Bio

Bio-Spacer-R
o)
Acm: Acetoaminomethyl /“~ NH—CH,—
HsC
0
Bio-Spacer-R: )J\
HN NH
i i N
(CH2)4—C—(CH2)G—ITI —C—CH;—CH;—S—S Né
H

Abbildung 16: Reaktionsschema fiir die Biotinylierung des PACAP-Liganden.
Der Pfeil markiert die Abgangsgruppe R.
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Die Acm-Schutzgruppe wurde wie unter 2.2.7.1. beschrieben abgespalten. Das
Reaktionsgemisch wurde chromatographisch tUber RP-HPLC aufgetrennt. Es wurde das
Auftreten von zwel Produktpeaks beobachtet (vgl. Abbildung 10), die auch nach der
Biotinylierung (vgl. Abbildung 11) erhaten blieben. Dieses Phanomen konnte mit der
Oxidation der Aminosaure Methionin des PACAP27 erklart werden. Es ist wahrscheinlich,
dass diese Oxidationsreaktion besonders im sauren Milieu bei Zugang von Luftsauerstoff
eintritt, zum Beispiel beim der Elution des Peptides mit TFA-haltigem Puffer (0,1 %).
Massenspektrometrische Analysen bestétigten diese Vermutung, da sich die molekulare
Masse beider Produktpeaks um 15,8 g/mol unterschieden. Das oxidierte Produkt besal3 dabei
die kiirzere Retentionszeit.

Beide biotinylierte Liganden (oxidierte und nicht oxidierte Form) wurden anfangs getrennt
isoliert. Es wurden Displacementexperimente durchgeftihrt. Als Testmembran kam eine von
Dr. J. Cao isolierte Membran aus dem Schweinegehirn zur Verwendung. Als spezifisch
verdrangbarer Ligand diente 12°1-PACAP27 (Perkin Elmer). Da kein signifikanter Unterschied
in den Affinitdten beider biotinylierter Liganden festgestellt werden konnte, wurden die
Peptide nach der quantitativen Pr@paration nicht getrennt isoliert, sondern es wurde eine
Mischung beider biotinylierter Liganden verwendet.

Der aus dem |Cso-Wert der Displacementexperimente (Abbildung 17) und aus dem Kp-Wert
des PACAP27 (0,5 nM) abgeleitete Ki-Wert des biotinylierten Liganden PACAP27-Ala;-Cys-
Bio betrug 32 nM. Da unter identischen Testbedingungen fir den unmodifizierten PACAP27-
Liganden ein K;-Wert von 15,5 nM erreicht werden konnte, lag die Affinitét des biotinylierten
Liganden nur um das Zweifache niedriger (vergleiche Tabelle 4). Die Abweichung der Daten
von den Literaturwerten wurde auf das Testsystem zuriickgefuhrt.
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[*2°1]PACAP27 spezifisch gebunden [%)]

Abbildung 17: Kompetitionsanalyse an Schweinegehirnmembranen mit dem biotinylierten PACAP-

100

80

60

40

20

-10

log [ligand (M)]

Liganden PACAP27-Ala-Cys-Bio.
Die aus den 1Csp-Werten berechneten Affinitatskonstanten der Liganden ist in Tabelle 4 dargestellt. Symbole:
¥ PACAP27; * PACAP27-Ala;-Cys-Bio

Ligand Ki-Wert (nM)
Arbeit Literatur
[35]
PACAP27-Ala;-Cys-Bio 32,0 24
PACAP27 15,50 0,45

Tabelle 4: Gegenilberstellung der aus den Displacementexperimenten bestimmten K;-
Werte von PACAP27 und derem biotinyliertem Analogon.

Die Werte wurden mit Literaturdaten verglichen.
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3.1.2. Synthese und Charakterisierung des iodierten, photoreaktiven 1%I-

[Phe®(pBz)]PACAP27-Liganden

Zur photoreaktiven Markierung des funktionell angereicherten PAC1-Rezeptors mulde ein
Ligand zur Verfigung stehen, der eine hohe Affinitdt zum PAC1-Rezeptor, eine
photoreaktive Gruppe zur Ausbildung kovaenter Bindungen und eine zum Nachweis
dienende radioaktive Gruppe in einem Molekil vereint. Dafir wurde der photoreaktive
[Phe®(pBz)]PACAP27-Ligand mit dem radioaktivem 1?°|-Isotop (aus Nal) markiert. Es kam
die lodogenmethode (lodogen: 1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-diphenylglucoluril) zum Einsatz
[34]. Sie stellt eine relativ sanfte Oxidationsmethode dar, bel der nur Tyrosinreste angegriffen
werden. Dabei wurde das aus Nal stammende lod zuerst durch das aus dem lodogen
entstehende Chlor oxidiert. Die in sSitu entstandene Interhalogenverbindung ICl ist das
eigentliche lodierungsmittel. Es greift am Phenylring von Tyrosin an. Dabei kdnnen mono-
oder disubstituierte Reaktionsprodukte entstehen. Aus der Anzahl der drei Tyrosinreste im
PACAP27-Ligand ergab sich somit die Schwierigkeit, eéinen monoiodierten Liganden mit
einem eingebauten lodmolekll an definierter Stelle zu erhalten. (Der resultierende Ligand
besal3 an Position 6 eine photoreaktive Gruppe und an Position 10 oder 13 den radioaktiven
Label.)

Zum Justieren der Markierungsbedingungen wurde zuerst kaltes Nal verwendet. Und obwohl
die lodogenmethode ein fir den Liganden schonendes Verfahren darstellt, kam es zur
Oxidation des PACAP27-Analogon. Der Retentionspeak des [Phe®(pBz)]PACAP27-Liganden
verschob sich bei der Inkubation mit lodogen zu kirzeren Retentionszeiten. Das Phanomen
der Oxidation wurde schon bei der Biotinylierung des PACAP27-Ala;-Cys beschrieben. Um
hauptsachlich ein monoiodiertes Reaktionsprodukt zu erhalten, wurden Reaktionszeit und
Reaktionstemperatur variiert. Es wurde beobachtet, dass nichtoxidierter, monoiodierter
Ligand 1-[Phe®(pBz)]PACAP27 und oxidierter Ligand ox-[Phe®(pBz)]PACAP27 bei dem
verwendeten RP-HPLC-Elutionsschema dhnliche Retentionszeiten besal3en. Eine saubere
Trennung von iodiertem und nichtiodiertem Liganden wére unter diesen Bedingungen nicht
maoglich gewesen. Um dennoch eine gute chromatographische Trennung von iodiertem und
nicht-iodiertem Liganden zu erreichen, wurde deshalb nur vollstandig oxidierter Ligand zur
lodierung eingesetzt (vgl. Abbildung 13) Die unterschiedlichen Retentionszeiten von
oxidiertem Ligand ox-[Phe®(pBz)]PACAP27 (28,28 min) und iodiertem oxidiertem Ligand
ox-1-[Phe®(pBz)]PACAP27 (30,43 min) reichten fir eine saubere Abtrennung mittels RP-
HPLC aus (vgl. Abbildung 14). Nach optimaler Einstellung der Reaktionsbedingungen wurde
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die lodierung mit heiBem Na?®| durchgefiihrt. Die Chromatographiespektren von kalter und
heil3er lodierung waren identisch. Die lodierung erfolgte mit einer Ausbeute von 5 %
gemessen am Einsatz des Na?°!.

Fir den 12°1-[Phe®(pBz)] PACAP27-Liganden wurde am Tag der lodierung eine spezifische
Aktivitdt von 2000 Ci/mol kalkuliert.

Die Charakterisierung des iodierten Liganden erfolgte mit Hilfe eines Séttigungstestes an
Schweinegehirnmembranen (Abbildung 18). Es wurde eine hohe unspezifische Bindung
beobachtet (75 % bei 1,5 nM Ligandkonzentration), dennoch konnte fir den !#°I-
[Phe®(pBz)]PACAP27-Liganden ein Kp-Wert von 0,4 + 0,1 nM bestimmt werden. Damit
handelte es sich um einen hochaffinen photoreaktiven Liganden (vergleiche Tabelle 5), der
flr die photoreaktive Markierung des funktionell gereinigten PAC1-Rezeptors zur Verfligung
stand.
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Abbildung 18: Charakterisierung des*?1-[Phe’(pBz)]PACAP27-Liganden anhand eines Sattigungstestes
an Schweinegehirnmembran.
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Ligand Kp-Wert (nM)
bestimmt Literatur
[36]
15| [Phe®(pBz)] PACAP27 0,40+ 0,10 1,01+0,12
1%5|-PACAP27 0,50 + 0,08 0,50+ 0,03

Tabelle 5: Beschreibung des K p-Werts des |-[Phe®(pBz)] PACAP27-Liganden.

3.1.3. Synthese und Charakterisierung von *H-Propionyl-PACAP27

Fur die Bestimmung von Bindungskonstanten oder Rezeptordichten von PAC-Rezeptoren
wurden bisher immer iodierte Liganden verwendet. FUr andere Rezeptoren ist jedoch der
Einsatz von tritiummarkierten Liganden zur Bestimmung von Bindungsdaten Standard. In
vielen Fallen wird Uber einen aktivierten Ester eine tritiummarkierte Gruppe an Aminoreste
der Liganden eingefuhrt. Durch die Variation des pH-Wertes kann die Protonierung und somit
die Reaktivitét verschiedener Aminogruppen beeinfluf werden. a-Aminogruppen sind ab
einem pH-Wert von 8, e-Aminogruppen dagegen ab einem pH-Wert von 10 deprotoniert und
damit reaktiv [37].

Ein Vorteil eines *H-Propionyl-PACAP27-Liganden ist die Halbwertzeit von Tritium, die 11
Jahre betragt, im Gegensatz zu der des ?°I-Isotop, die nur eine Zeitspanne von 60 Tagen
umfasst. Weiterhin ware der H-Propionyl-PACAP27-Ligand in Séttigungstests in hoheren
Konzentrationen einsetzbar. Damit konnte gerade in Séttigungsstudien mit Gberexprimierten
Membranen die Membrankonzentration erhéht werden, was zu geringeren Schwankungen der
Ergebnisse flhren wirde.

Im Falle des PACAP27-Liganden existieren drei Lysinreste mit jeweils einer priméren e-
Aminogruppe, der N-Terminus mit einer priméren a-Aminogruppe und einer sekundaren
Aminogruppe im Hidtidinrest (pKr = 6,0), der ersten N-terminalen Aminosaure des
PACAP27-Liganden. Daraus ergaben sich, wie auch schon be der lodierung des
photoreaktiven Liganden, die Schwierigkeiten, einen einfach markierten PACAP27-Liganden

Zu synthetisieren.
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Die Markierungsreaktion wurde zuerst mit kaltem N-Propionylsuccinimid (freundliche
Uberlassung von Dr. S. Lammich) durchgefiihrt. Durch die Variation des pH-Wertes und der
Reaktionszeit wurden optimale Versuchsbedingungen fir den Erhalt eines einfach markierten
Produktes eingestellt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Microbore-HPLC aufgetrennt. Die
zwel  Hauptreaktionspeaks (38,75 min, 45,76 min; vgl. Abbildung 15) wurden getrennt
gesammelt und massenspektrometrisch analysiert. Beide Reaktionspeaks besal3en gleiche
Molekulargewichte und konnten als monogelabeltes Produkt identifiziert werden. Die
unterschiedlichen Retentionszeiten basierten auf der Markierung verschiedener Reste.

Fir die heiBe Synthese des >*H-Propionyl-PACAP27 wurde der Aktivester N-°H-
Propionylsuccinimid (Amersham) verwendet. Die spezifische Aktivitét der tritiummarkierten
Liganden wurde mit 2,2*10° dpm/pmol bestimmt. Die Ausbeuten betrugen 3,5 % fir den
ersten Reaktionspeak (38,75 min) und 4,5 % fir den zweiten Reaktionspeak (45,76 min)
gemessen am eingesetzten N-2H-Propionylsuccinimid.

Fiir die ®H-Propionyl-PACAP27-Liganden wurde anhand eines Séttigungstestes die Affinitat
zum PAC1-Rezeptor bestimmt (Abbildung 19). In diesem Séttigungstest wurde die
Schweinegehirnmembran eingesetzt und aus den Daten die Kp-Werte der synthetisierten
Liganden bestimmt. Beide Liganden zeigen hohe Affinitdt zum PAC1-Rezeptor (vergleiche
Tabelle 6) und waen in Bindungsstudien einsetzbar. Bei den verwendeten
Reaktionsbedingungen (pH = 6,5) wurden wahrscheinlich vornehmlich der Imidazolring und
die a-Aminogruppe des Histidin markiert [38]. Da der Imidazolring fur die Ligand-Rezeptor-
Erkennung im PAC1-Rezeptor eine grofere Rolle spielt als die freie a-Aminogruppe (im
Gegensatz zu anderen Rezeptoren der Familie), konnte es sich bel dem Liganden mit dem
groReren Kp-Wert (H-Propionyl-PACAP27-45,76 min) um den am Imidazolrest gelabelten
Liganden handeln [39].

Zwar lagen die fir die Rezeptorerkennung wichtigen Lysinreste [40] durch die gewahiten
Versuchsbedingungen in einer chemisch reaktionstrégeren Form (protonierte Lysinreste) vor,
die Markierung einer e-Aminogruppe konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden. Allerdings
resultiert aus der Einflhrung einer photoreaktiven Gruppe an die Lysinreste des PACAP27-
Liganden keine starken Auswirkungen auf die Affinitdt der resultierenden Liganden, wie von
Cao et al. gezeigt [36]. So wéare es moglich, die tritiummarkierte Propionylgruppe an einen
Lysinrest zu koppeln und dadurch eventuell einen weniger hydrophoben Liganden zu
erhalten. Weniger hydrophobe Peptide sind fur die Anwendung in Bindungstests besser
geeignet.
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Abbildung 19: Sattigungskurve destritiummarkierten PACAP27-Analogon.

Stellvertretend ist hier die Sattigungskurve des >H-Propionyl-PACAP27 (Retentionszeit 38,75 min, vgl.
Abbildung 15) abgebildet.

Ligand Kp (nM)
3H-Propionyl-PACAP27-38,75 min 3,70+ 0,52
3H-Propionyl-PACAP27-45,76 min 7,30+ 1,10

12)-pPACAP27 0,50 + 0,08

Tabelle 6: Gegenlberstellung der Kp-Werte der tritiummarkierten PACAP27-
Liganden.
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3.2. Uberexpression des PAC1-Rezeptors in analytischem Massstab

Ausgangsvektor fur die Klonierungsversuche war das Plasmid pSGPACAPR. Er enthélt die
cDNA des PAC1-Rezeptors aus der Ratte. Alle verwendeten Zélllinien (2, 9, 21, HEK)
wurden auf Zellkulturschalen (Sarstedt) kultiviert. Fur praparative Zwecke wurden die S21-
Zéellen in Suspensionskultur gehalten.

3.2.1. Herstellung von Inclusion bodies in E.coli

Durch PCR mit geeigneten Linker-Primern wurde die PAC1-Rezeptor-cDNA amplifiziert und
in den von Dr. H. Kiefer Uberlassenen pGexHis-Vektor einkloniert. Der generierte
pGEXPACAPRRhoHis-Vektor (2.2.3.4) enthielt N-terminal ein myc-Epitop sowie C-terminal
ein Rho-Epitop und ein fUr die Reinigung Uber Nickel-Affinitétschromatographie bendtiges
Hiss-Epitop.

Die Expresson des Rezeptorproteins erfolgte in E.coli BL21-Zellen, die mit der
pGEXPACAPRRhoHis-Plasmid-DNA  transformiert wurden. Die Induktion der
Rezeptorexpression erfolgte mit Isopropyl-[3-thiogalactopyranosid (IPTG). Die praparierten

Inclusion bodies wurden bel —20°C aufbewahrt.

3.2.2. Herstellung der 2PACAPR-Membran

Fur die Expresson des PACI1-Rezeptors in -Zellen wurde wie im Materia- und
Methodenteil beschrieben der pMTBPACAPR-Vektor (2.2.3.1.) hergestellt. Dieser Vektor
enthielt am N-Terminus ein myc-Epitop. Mit der pMTBPACAPR-Plasmid-DNA wurden S2-
Zéllen transfiziert. Die Selektion der Zellen erfolgte mit dem Antibiotika Hygromycin B. Die
PAC1-Rezeptor-Expression wurde mit Kupfersulfatlosung induziert. Die préparierten
S2PACAPR-Membran wurde bei —80°C gelagert.

3.2.3. Herstellung der HEKPACAPRRho-Membran

Fur die Expression des PAC1-Rezeptors in suspensionsadaptierten HEK-Zellen wurde der
pcDNA3PACAPRRho-Vektor (2.2.3.2.) konzipiert. Er enthielt N-terminal ein myc-Epitop
und C-terminad ein  Rho-Epitop. Die HEK-Zellen wurden  mittels  der
Kalziumphosphatmethode transfiziert und mit Hygromycin selektioniert. Die praparierten
HEKPACAPRRho-Membran wurde bei —-80°C gelagert.
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3.2.4. Herstellung der Sf21PACAPRRho-Membran

Fir die Expression des PAC1-Rezeptors mit dem Baculovirussystem wurde der
pFastBacPACAPRRho-Vektor (2.2.3.3.) kloniert. Er enthielt ein N-terminales myc-Epitop
und ein C-terminales Rho-Epitop. Mittels einer Transposition wurde der Vektor in Bacmid-
DNA eingebracht. Die Bacmid-DNA diente zur Infektion von Sf9-Zellen. Mit dem von den
Sf9-Zellen produziertem Virus wurden anschlieffend S21-Zellen infiziert, um das PACI-
Rezeptorprotein zu exprimieren. Die préparierte SF21PACAPRRho-Membran wurde beli
—80°C gelagert.

3.3. Isolierung des PAC1-Rezeptors aus Inclusion bodies

Aufgrund von fehlenden Fatungss und Glykosilierungsmechanismen liegen in
Bakterienzellen exprimierte Proteine nicht in der fir ihre Funktion wichtigen Tertidr- und
Quartidrstruktur vor. Die Isolation von Proteinen aus den Bakterien erfolgt unfunktionell
unter denaturierenden Bedingungen. Die Wahl des Detergenz fir die Anreicherung von
Rezeptorproteinen aus Inclusion bodies spielt deshalb keine bedeutende Rolle.

Die mit 2 % SDS solubilisierten Inclusion bodies wurden mit einer Nickel-Matrix (Qiagen)
inkubiert. Das PAC1-Rezeptorprotein bildete Gber das C-terminal angefiigten Hisg-Tag einen
Komplex mit den Nickelionen der Matrix und wurde so spezifisch aus dem Solubilisat
gebunden. Die Elution des gebundenen Rezeptorproteins erfolgte durch 0,1 M EDTA. EDTA
verdrangt das gebundene Rezeptorprotein von der Matrix durch Komplexierung der
Nickelionen.

Die qualitative Analyse der Anreicherung des PAC1-Rezeptorproteins aus Inclusion bodies
erfolgte durch Commassifarbung der mittels SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese
aufgetrennten Proteine. Das Eluat der Nickel-Chelat-Chromatographie enthielt hauptsachlich
ein Protein mit einem Molekulargewicht von 80 kDa (Abbildung 20). Dies entsprach dem
Molekulargewicht des Fusionsproteins aus dem PAC1-Rezeptor (50 kDa) und dem
Gluthation-S-Transferase-Protein (GST, 30 kDa). Das GST kann wie das Hiss-Epitop zur
Anreicherung von Fusionsproteinen aus Inclusion bodies verwendet werden. Durch eine
vorhandene Proteaseschnittstelle kann es im Bedarfsfall vom rekombinanten Protein
abgespalten werden.

Die ebenfals im Eluat der Nickel-Chelat-Affinitétschromatographie schwéacher sichtbare

Proteinbande geringeren Molekulargewichts konnte durch stringentere Waschbedingungen
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entfernt werden. Es handelte sich wahrscheinlich um ein unspezifisch an die Nickel-Matrix

gebundenes Protein.
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Abbildung 20. Qualitative Analyse der PAC1-Rezeptor-Anreicherung aus|nclusion bodies.

50 ul der Inclusion bodies-Praparation wurden solubilisiert, mit einer Nickel-Matrix inkubiert und die
gebundenen Proteine eluiert. Es handelt sich um ein mit Commassi geférbtes SDS-Polyacrylamidgel (10 %).
Spur 1. E.coli-Suspension; Spur 2: Inclusion bodies-Préparation; Spur 3: Eluat der Nickel-Chelat-
Chromatographie

Auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel wurden gleiche Proteinmengen der Inclusion bodies-
Préparation und des Nickel-Matrix-Eluates aufgetragen, aufgetrennt und die Proteine mittels
Silberférbung sichtbar gemacht. Neben der Reinheit des Eluates — es treten im Vergleich zum
Commassi-geféarbten Gel keine weiteren Proteinbanden auf — wurde auch der hohe Anteil des
Rezeptorproteins in der Inclusion bodies-Préparation sichtbar (Abbildung 21). Der
Hauptproteinanteil der Inclusion bodies-Préparation bestand aus dem exprimierten GST-

PA C1-Rezeptor-Fusionsprotein mit dem erwahnten Molekulargewicht von 80 kDa.

Der PAC1-Rezeptor konntein E.colis in Inclusion bodies exprimiert und tber ein N-terminal
angeflgtes Hiss-Tag mittels Nickel-Chelatchromatographie gereinigt werden. Aus 50 pl der

Inclusion bodies-Prgparation (585 pg) wurden 13,5 g reines Fusionsprotein isoliert. Um die
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Funktionalitét des aus Inclusion bodies isolierten PAC1-Rezeptors zu erreichen, missen die
fur den Rezeptor optimalen Rickfaltungsbedingungen gefunden werden. Dies umfasst einen
langwierigen und zeitaufwendigen Prozess und soll durch eine Kooperation mit der Firma m-

phasys aus Tubingen gel6st werden.
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Abbildung 21: Qualitative Analyse des aus|nclusion bodies gereinigten PAC1-Rezeptors.

Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) wurden gleiche Proteinmengen der Inclusion bodies-Praparation (Spur
1) und des Eluates der Nickel-Chelat-Chromatographie (Spur 2) aufgetrennt und die Proteine mittels
Silberférbung detektiert.

3.4. Analyse der eukaryontischen Expressionssysteme

Die préparierten S2PACAPR-, HEKPACAPRRho- und S21PACAPRRho-Membranen
wurden auf die Expression des PAC1-Rezeptors hin untersucht.

Zuerst wurden Westernblotanalysen durchgefiihrt. Dafir standen Antikorper gegen das N-
terminale myc-Epitop und das C-terminale Rho-Epitop des PAC1-Rezeptors zur Verfligung,
wobel die Funktionalitit des Rho-Epitops noch geprift werden mufde. Die
Westernblotanalysen gaben Aufschlul3 Uber die GrofRe und Uber die gesamte Menge an

exprimiertem Rezeptorprotein.

Die Membran des 2-Insektenzellsystems wies bei einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa
eine Proteinbande auf (Abbildung 22, Spur 1).

Die Membran des S21-1nsektenzellsystems wies ebenfalls eine Proteinbande bei 55 kDa auf,
die jedoch zu einem kleineren Molekulargewicht heterogen verbreitert war. Weiterhin war
eine Proteinbande bei einem Molekulargewicht von 120 kDa sichtbar (Abbildung 22, Spur 3).

Die Verbreiterung der 55kDa-Bande sowie das Auftreten einer weiteren Bande mit dem
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doppelten Molekulargewicht wiesen auf eine hohe Heterogenitdt und Hydrophobizitét des

exprimierten Rezeptorproteins hin.

Das in der Membran der suspensionsadaptierten HEK-Zellen detektierte Protein wurde in
Form einer scharfen Proteinbande detektiert. Im Vergleich zu den Proteinbanden aus den
Insektenzellsystemen lag deren Molekulargewicht mit ca. 60 kDa um ca. 5 kDa hoher
(Abbildung 22, Spur 2). Unterschiedliche Glykosilierungsmuster in Insekten- bzw.

Saugerzellen kénnen fur das hohere Molekulargewicht verantwortlich sein.

Aufgrund des detektierten Molekulargewichtes von 55-60 kDa und der in weiteren
Westernblots gezeigten Spezifitét handelte es sich bei den detektierten Proteinbanden um den
Ratten-PAC1-Rezeptor.

Die detektierten Rezeptorbanden wurden anhand ihres Westernblotsignals verglichen. Aus
Abbildung 22 ist ersichtlich, dass die hdchste Expressionrate an gesamten Rezeptorprotein

mit dem Baculovirus Expressionssystem erzielt werden konnte.
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Abbildung 22: Expressionsanalyse der préparierten Membranen mittels Wester nblotanalyse.

Es wurden gleiche Proteinmengen Uber SDS-Polyacrylamidminigele (10 %) aufgetrennt und die Proteine auf
eine Trdgermembran transferiert. Zur Detektion wurde ein Maus-Antikorper verwendet, der spezifisch gegen das
myc-Epitop gerichtet war. Als Zweitantikorper diente ein gegen Maus gerichterter peroxidasegekoppelter
Antikorper. Die Detektion erfolgte durch Umsetzung von Substrat durch die Peroxidase und das Belichten eines
Films durch das entstandene Phosphoreszenzlicht. Spur 1: S2PACAPR-Membran; Spur 2: HEKPACAPRRho-
Membran; Sf21PACAPRRho-Membran. Die Spezifitdt der Signale konnte auf weiteren Westernblots gezeigt
werden.

L—I‘h

Weiterhin wurden die spezifische Erkennung zwischen dem Rho-Epitop und dem 1D4-
Antikorper getestet. Das Rho-Epitop umfasst die letzten C-terminalen Aminosduren des
Rhodopsins und wurde an das C-terminale Ende des PACI1-Rezeptors angefligt. Der
verwendete 1D4-Antikorper besitzt die beste Affinitét zum Rho-Epitop.
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Fir den Test wurde in der Westernblotanalyse der 1D4-Antikorper als 1. Antikorper
eingesetzt. Das spezifisch detektierte Signal der SF21PACAPRRho-Membran zeigte eine
starke und diffuse Bande um 55 kDa, eine Aggregationsbande bei 120 kDa und eine weitere,
schwéchere Bande bei noch htherem Molekulargewicht (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Nachweis der Funktionalitat des 1D4-Antikorpersund des C-terminal an den PAC1-
Rezeptor eingefligten Rho-Epitops mittels Wester nblotanalyse.

Gleiche Membranmengen wurden tber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt und die Proteine auf eine

Tragermembran transferiert. Als erster Antikorper diente der 1D4-Antikorper, als zweiter Antikorper ein

Peroxidase gekoppelter Antikdrper. Spur 1: Sf21-Membran; Spur 2: SF21PACAPRRho-Membran

Das durch das Rho-Epitop detektierte Westernblotsignal ist mit dem durch das myc-Epitop
detektierte Signal identisch. Ein Vergleich der Westernblotsignale in Abbildung 24 macht das
nochmals deutlich. Damit konnte die Funktionalitét des Rho-Epitops und des 1D4-
Antikorpers gezeigt werden. Folglich stand das durch Adapterligation an die cDNA des
PAC1-Rezeptors angefugte Rho-Epitop zur Anreicherung des PACI1-Rezeptors Uber
Antikorperaffinitdtschromatographie zur Verfligung.
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I3

Abbildung 24: Vergleich der Westernblotsignale, die sich aus der Detektion von N-terminalem myc-
Epitop bzw. C-terminalem Rho-Epitop des PAC1-Rezeptors er geben.

Es wurden jeweils gleiche Mengen Sf21PACAPRRho-Membranen (Spuren 2 und 4) bzw. Sf21-Membranen

(Spuren 1 und 3) Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt und auf eine Tréagermembran transferiert.

Als Erstantikorper dienten der 1D4-Antikorper (Spur 1, 2) bzw. der anti-myc-Antikorper (Spur 3, 4). Als

Zweitantikbrper kam wiederum der Peroxidase gekoppelte Anti-Maus-Antikorper zum Einsatz. Die

Entwicklungs- und Belichtungsprozeduren beider Proben waren identisch.

Nach der Westernblotanadyse wurden die S2PACAPR-, HEKPACAPRRho- und
S21PACAPRRho-Membranen mittels Bindungstests auf bindungsfahigen Rezeptor hin
untersucht. Die Bindungstests dienten der Feststellung, ob ein funktioneller PAC1-Rezeptor
exprimiert wurde, der seinen PACAP27-Liganden spezifisch binden kann. Als Ligand kam
hier der ?°I-PACAP27-Ligand (Perkin Elmer) zum Einsaz. Er wurde zuerst durch
Sattigungstests an Schweinegehirnmembran charakterisiert. Die Membranen wurden von Dr.
J. Cao prépariert und dienten als Positivkontrolle fur die durchgeftihrten Bindungs- und
Séttigungstests und zur groben Abschétizung der Rezeptordichte der in dieser Arbeit
praparierten PAC1-Rezeptor-Membranen. Mit dem 1%°|-PACAP27-Ligand konnte in der
Schweinegehirnmembran eine Rezeptordichte von 1,90 + 0,25 pmol/mg bestimmt werden
(Abbildung 25). Dies entspricht den in der Literatur referrierten Daten. Die Affinitdt des
Liganden zum PACI1-Rezeptor konnte mit 0,50 + 0,03 nM bestimmt werden. Auch dies
korreliert mit den in der Literatur angegebenen Daten (vergleiche Tabelle 8, Zellen 3 und 4).
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Abbildung 25: Sattigungskurve und Scatchardblot der Schweinegehirnmembran.

Durch Bindungstests allgemein ist eine grobe Abschdtzung der Menge an funktionell
exprimiertem Rezeptor moglich. Die Bindungstests ergaben bei alen drel préparierten
Zellmembranen ein positives Ergebnis, das heifdt die Bindung des PACAP27-Liganden war
spezifisch.

Die grobe Abschdtzung der Rezeptordichte anhand der Bindungstests in den praparierten
Zellmembranen ergab fur die S2PACAPR-Membran eine mit der Rezeptordichte in der
Schweinegehirnmembran vergleichbare Rezeptordichte. Die Rezeptordichte konnte nicht
gesteigert werden, wenn die Proteinexpression léanger oder mit  hoheren
Kupfersulfatkonzentrationen induziert wurde (vgl. Drosophila-Expressionssystem, 2.2.6.).

Fur die HEKPACAPRRho-Membran ergab sich laut Abschdtzung aus den Bindungstests eine
hohere Rezeptordichte als in der Schweinegehirnmembran.

In der SF21PACAPRRho-Membran wurde ein hoher Anteil an funktionellem PAC1-Rezeptor
detektiert. Laut Bindungstests liegt die Rezeptordichte Uber den Rezeptordichten von
SPACAPR- und HEKPACAPRRho-Membranen. Dieses Ergebnis wurde erzielt, wenn die
Infektionszeit der S21-Zellen mit dem Baculovirus 72 Stunden betrug. Kirzere oder |angere
Infektionszeiten flhrten laut Bindungstests zu niedrigeren Expressionsraten. Dies ist ein Indiz
dafur, dass der PAC1-Rezeptor nach 72 Stunden Infektionszeit sein Expressionsmaximum
erreicht hatte und dann aufgrund eintretender Zelllyse der infizierten Insektenzellen

proteolytisch abgebaut wurde.
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In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Westernblotanalytik und der Bindungstests

zusammengefalit.
Zellmembran PACI1- Expression Expression
Rezeptorgrofle Gesamtes funktioneller PACL1-
(kDa) Rezeptorprotein F Rezeptor >
S2PACAPR 55 mittel niedrig
HEKPACAPRRNho 60 niedrig mittel
S21PACAPRRho | 50-55 (heterogen) sehr hoch hoch
120 (Aggregat)

Tabelle 7: Zusammenfassung der Expressionsanalyse.
Die Menge an gesamt exprimiertem Rezeptorprotein (Abschétzung aus der Westernblotanalyse: F, vgl.
Abbildung 22) wurde der Menge des funktionell exprimierten Rezeptorproteins (Abschétzung aus Bindungstests:
>. Als Referenz diente die Schweinegehirnmembran.) gegentibergestellt.

Die S21PACAPRRho-Membran wurde anhand von Séttigungstests ndher charakterisiert.
Séttigungstests algemein geben Aufschlul Uber die genaue Rezeptordichte an Membranen
sowie Uber die Affinitdt des Liganden zu seinem Rezeptor. Fir die Sf21PACAPRRho-

Membran wurde eine PAC1-Rezeptordichte von 40 +/- 12 pmol/mg festgestellt. Fir den
iodierten PACAP27-Liganden wurde ein Kp-Wert von 0,75 +/- 0,18 nM ermittelt (Abbildung

26).
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Sattigungskurve und abgeleiteteter Scatchard-Plot der Sf21-PACAPR-Membran.

Da das HEKPACAPRRho-Z€ellsystem fir physiologische Versuche eingesetzt wurde (3.10.),
wurde die HEKPACAPRRho-Membran ebenfals durch S&ttigungstests charakterisiert. Der

Séttigungstests ergab eine Rezeptordichte von 8,6 + 1,4 pmol/mg und einen Kp-Wert von 1,1

+ 0,2 nM (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Sattigungskurve und Scatchardblot der HEKPACAPRRho-Zellmembran.
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Die Tabelle 8 gibt einen zusammenfassenden Uberblick tber die ermittelten Rezeptordichten

der préparierten Membranen und Rezeptoraffinitaten.

Rezeptordichte Affinitat
Zellmembran (pmol/mg) (M)
HEKPACAPRRho 8,60 + 1,40 1,10+ 0,20
S21PACAPRRhho 40,0+ 12,0 0,75+0,18
vorliegende 1,90 + 0,25 0,50+ 0,09
Schweine- Arbeit
gehirn-
membran

Literatur [41] 2,50 + 0,09 0,50 + 0,03

Tabelle 8. Vergleich von Rezeptordichten und Rezeptoraffinitaten verschiedener
Membranen.

Die Rezeptordichten und Affinitaten wurden aus Sattigungsexperimenten mit dem '2°I-PACAP27-Liganden
bestimmt.

Die Schwankungen der Rezeptordichte in der Membran des Schweinegehirns wurden auf das
verwendete Testsystem zurtickgefuhrt. Allerdings konnte eine Degradation des Rezeptors
wahrend der Lagerung der Membran nicht ausgeschlossen werden.

Aufgrund der Bestimmung und des Vergleichs der Rezeptordichten in den préparierten
Membranen verschiedener Zelllinien wurde zur Gewinnung von PAC1-Rezeptormembranen
in praparativem Massstab mit dem Baculovirusexpressionssystem weitergearbeitet. Trotz der
beobachteten Heterogenitdt und der zu erwartenden Hydrophobizité des in Sf21-Zellen
exprimierten Rezeptorproteins wurde mit diesem System die hdchste Menge an funktionellem
PAC1-Rezeptorprotein exprimiert. Der funktionell exprimierte Rezeptor erkannte seinen

Liganden im nanomolaren Bereich.
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3.5. Praparative Erzeugung von Sf21PACAPR-Zellmembranen

Fur die Erzeugung grolzerer Mengen an S21-Zellmembranen bewahrte sich die Kultivierung
von Sf21-Zellen in einem begasten Spinnerflaschensystem. Die Insektenzellen wurden dabei
in Suspensionskultur gehalten und mit Sauerstoff begast. Der Vorteil dieser Kultivierungsart
war das Erreichen sehr hoher Zelldichten unter optimalen Wachstumsbedingungen. Somit war
eine  hohe Zdlvitalitdt gesichert, woraus  bestmdgliche  Infektionss  und
Expressionsbedingungen resultierten. Umfangreiche Arbeiten wurden dartber von Dr. J.
Anders im Rahmen seiner Promotion angefertigt. Insgesamt wurden ca 4 ¢
S21PA CAPRRho-Membranen prépariert.

Die S21PACAPRRho-Membran wurde mittels Westernblot und  Sattigungstest
charakterisiert. Es wurden mit der anaytischen Prgparation Ubereinstimmende Ergebnisse
gefunden (vergleiche Kapitel 3.4.), das heil¥, es konnte eine S21PACAPRRho-Membran
prapariert werden, die einen hochfunktionellen PAC1-Rezeptor und eine PAC1-Rezptordichte
von 40 pmol/mg aufwies und somit fur die Anreicherung des PAC1-Rezeptors geeignet war.

3.6. Funktionelle Isolierung und Charakterisierung des Ratten-PAC1-Rezeptors

3.6.1. Dodecylmaltosid als Detergenz

Anlehnend an vorliegende Protokolle fir die Reinigung des Rhodopsins Uber
Antikorperaffinitdtschromatographie  (bereitgestellt von G. Khorana) wurde die
Solubilisierung des PAC1-Rezeptors mit Dodecylmaltosid begonnen. Mit Dodecylmaltosid
als Detergenz gelang es verschiedenen Gruppen, das Rhodopsin zu solubilisieren und Uber
Antikorperaffinitdtschromatographie zu reinigen ([32],[42]).

Der PAC1-Rezeptor wurde mit 1 % Dodecylmaltosid aus den SF21PACAPRRho-Membranen
solubilisiert. Das Solubilisat wurde mittels Westernblot-Methode analysiert. Dort konnte eine
spezifische Bande mit einem Molekulargewicht von 55 kDa detektiert werden, die dem
PAC1-Rezeptor zugeordnet wurde (Abbildung 28, Spur 2).

Die Bestimmung der spezifischen Bindung im Solubilisat erfolgte anhand von Bindungstests
mit dem %I [Phe®(pBz)]PACAP27-Liganden (3.1.2.). Als Vergleichsmembran zur
Abschdtzung der Rezeptordichte diente die S21PACAPRRho-Membran. Es konnte eine
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spezifische Bindung im Dodecylmaltosidsolubilisat detektiert werden, die nach Abschétzung
eine Rezeptordichte dhnlich der der S'21PACAPRRho-Membran implizierte.

Der mit Dodecylmaltosid solubilisierte PAC1-Rezeptor sollte mittels
Antikorperaffinitdtschromatographie angereichert werden. Das verwendete
Chromatographieverfahren beruht auf der Bildung eines Antikorper-Antigen-Komplexes. Als
Antigen fungierte das in den PAC1-Rezeptor C-terminal eingefigte Rho-Epitop. Es wird
natUrlicherweise vom 1D4-Antikorper erkannt [31]. Die spezifische Erkennung von Epitop
und Antikorper wurde durch Westernblotanalyse Uberpriift (vergleiche Abbildung 23). Die
Effizienz der Komplexbildung zwischen dem 1D4-Antikdrper und dem Rho-Epitop wird
durch die Wahl des Detergenzes beeinfluf?, wie von Molday et al. Berichtet wurde [43]. Fur
Dodecylmaltosid waren keine nachteiligen Effekte auf die Komplexbildung bekannt. Die
verwendete Antikoérpermatrix wurde durch die Kopplung des 1D4-Antikorpers an Sepharose
hergestellt (2.2.7.6.).

Das Solubilisat wurde mit der 1D4-Antikorpermatrix fur vier Stunden inkubiert. Nach der
Inkubation wurde das Saulenmaterial abzentrifugiert und ein Aliquot des Uberstandes mittels
Westernblotmethode analysiert. Es konnte kein spezifisches Signal detektiert werden. Die
Kapazitdt der Saule reichte also aus, um sémtliche mit dem Rho-Epitop markierten Proteine
aus dem Solubilisat zu binden.

Die Elution des Rezeptors von der Matrix erfolgte mit Solubilisierungspuffer (siehe Material-
und Methodenteil) und dem Elutionspeptid. Das Elutionspeptid ist ein synthetisch
hergestelltes Peptid aus neun Aminosauren (9-mer), die den letzten neun Aminosauren des
Rho-Epitops entsprachen. Das Elutionspeptid wurde in hoher Konzentration (200 pM)
eingesetzt und verdrangte somit in einer Konkurrenzreaktion spezifisch gebundene Proteine
von der Antikorpermatrix. Diese Proteine wurden folglich im Elutionspuffer angereichert.
Dieser Anreicherungsschritt erfolgte analytisch im Batchverfahren. Als kleinstes
Elutionsvolumen wurden 100 ul Elutionspuffer gewahlt, um eine ausreichende Benetzung der
Antikorpermatrix zu erreichen. Die Antikorpermatrix wurde fur 3 h mit dem Elutionspuffer
bei 4°C inkubiert.

Das Eluat der Antikorperaffinitétschromatographie wurde mittels Westernblotmethode
anaysiert. Es konnte eine spezifische Rezeptorbande mit einem Molekulargewicht von 55
kDa identifiziert werden (Abbildung 28, Spur 4). Der PAC1-Rezeptor konnte also mittels

Antikorperaffinitatschromatographie aus dem Dodecylmaltosidsolubilisat isoliert werden.
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Abbildung 28: Westerblot-Analyse der Antikor peraffinitéatschromatographie

Die Proteine aus dem Solubilisat, dem Uberstand und dem Eluat wurden mittels Chloroform/Methanol-M ethode
geféllt und Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte
die Detektion der Proteine durch Immunostaining des Rho-Epitops Uber einen Alkalische-Phosphatase-
gekoppelten Antikorper. Spur 1: Sf21PACAPRRho-Membran Spur 2: Dodecylmaltosid-Solubilisat Spur 3:
Uberstand der Antikorperaffinitatschromatographie Spur 4: Eluat der Antikorperaffinitatschromatographie

Die Funktionalitdt des PAC1-Rezeptors im Eluat der Antikoérperaffinitétschromatographie
wurde mittels Bindungstest mit dem *2°I-[Phe®(pBz)]PACAP27-Liganden (iberpriift. Als
Vergleichsmembran fungierte die S*21PACAPRRho-Membran. Es konnte spezifische
Bindung festgestellt werden. Eine grobe Abschdtzung wies auf eine énliche Rezeptordichte
wie im Solubilisat hin.

Die Reinheit des Eluates der Antikorperaffinitdtschromatographie wurde mit SDS
Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlie?ender Anfé&rbung der Proteinbanden mittels
Silberférbung Uberprift. Es wurden viele Proteinbanden von verunreinigenden Proteinen
sichtbar (Abbildung 29, Spur 3). Eine Proteinbande wurde bestimmt, die im Bereich von 55
kDa liegt und im Solubilisat nicht zu finden war (Abbildung 29, Pfeil). Dabel kdnnte es sich
um den angereicherten PAC1-Rezeptor handeln.
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Abbildung 29: Analyse der Antikor peraffinitatschromatographie mittels Silberfarbung

Die Proteine aus dem Solubilisat, dem Uberstand und dem Eluat wurden mittels Chloroform/Methanol-Methode
geféllt und Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt. Das Gel wurde einer Silberfarbung unterzogen.
Spur 1: Dodecylamltosid-Solubilisat, Spur 2: Uberstand der Antikorperaffinitatschromatographie, Spur 3: Eluat
der Antikorperaffinitétschromatographie. Ein Vergleich der Spuren im Origina-Silbergel fuhrte zur
Herausstellung der PAC1-Rezeptorbande.

Durch Photoaffinitdtsmarkierung mit dem photoresktiven *2°I-[Phe®(pBz)]PACAP27-
Liganden wurde der PAC1-Rezeptor weiter charakterisiert. Die Photoaffinitdtsmarkierung
liefert wie auch Bindungstests Hinweise auf die Funktionalitét des Rezeptors, da ein Komplex

zwischen funktionellem Rezeptor und Ligand gebildet werden muf3.

Der Rezeptor wurde in der Ausgangsmembran, der Sf21PACAPRRho-Membran photoreaktiv
markiert. Nach Auftrennung der Membranproteine tiber SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese
wurde eine radioaktive Bande im Breich von 58 kDa detektiert, die dem PAC1-Rezeptor
zugeordnet werden konnte (Abbildung 30, Spur 1). Das ermittelte Molekulargewicht setzte
sich hier aus den Molekulargewichten des PAC1-Rezeptors und des photoreaktiven Liganden
zusammen. Wurde die Photoaffinitatsmarkierung mit 1000fachem Uberschu? an kaltem
PACAP27-Liganden durchgefiihrt, wurde keine Rezeptorbande identifiziert (Abbildung 30,
Spur 2). Die Spezifitét der Photoaffinitdtsmarkierung konnte somit gezeigt werden.
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Abbildung 30: Photoreaktive Markierung der Sf21PACAPRRho-Membran

Die Sf21PACAPRRho-Membran wurde mit dem radioaktiven photoreaktiven Liganden inkubiert, mit UV-Licht
bestrahlt und Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10%) aufgetrennt. In einem identischen Ansatz erfolgte die
Inkubation zusdtzlich mit einem 1000fachen UberschuR an kaltem Liganden. Spur 1: 05 nM %-
[Phe®(pBz)]PACAP27 (Der Pfeil markiert die spezifische Bande.), Spur 2: 0,5 nM '?°I-[Phe®(pBz)]PACAP27;
0,5 UM PACAP27

Anschlief3end erfolgte die Photoaffinitétsmarkierung des mit Dodecylmaltosid solubilisierten
PAC1-Rezeptors aus dem Eluat der Antikorperaffinitétschromatographie. Diese
Markierungsreaktion verlief in geringer Ausbeute. Es konnte jedoch eine radioaktiv markierte
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 58 kDA bestimmt werden (Abbildung 31,
Spur 2).
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Abbildung 31: Photoreaktive Markierung des PAC1-Rezeptors

Der PAC1-Rezeptors wurde aus den S21PACAPRRho-Membranen mit Dodecylmaltosid solubilisiert und tber
Antikorperaffinitétschromatographie angereichert. Das Eluat der Antikorperaffinitétschromatographie wurde fir
die photoreaktive Markierung eingesetzt. Es erfolgte eine Fallung der Proteine Uber die Chloroform/Methanol-
Methode und anschlieflende Auftrennung Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) und radiographische
Detektion. Spur 1: SF21PACAPRRho-Membran, Spur 2: Eluat der Antikorperaffinitdtschromatographie.

Da sich im Eluat der Antikérperaffinitééschromatographie eine hohe Anzahl von
verunreinigenden Proteinen befanden (vergleiche Abbildung 29), wurde ein weiterer
Reinigungsschritt durch Ligandenaffinitdtschromatographie angeschlosen. Ein Vorteil der
Ligandenaffinitétschromatographie ist, dass durch die Bildung eines Liganden-Rezeptor-
Komplexes nur funktioneller Rezeptor isoliert wird. So sollte eine weitere Anreicherung und
eine bessere photoreaktive Markierung des PAC1-Rezeptors erreicht werden.

Dafur wurde das Eluat der Antikorperaffinitétschromatographie wurde mit dem biotinylierten
PACAP27-Analogon PACAP27-Ala;-Cys-Bio (3.1.1.) inkubiert. Dabeli sollte sich der
Rezeptor-Ligand-Komplex bilden. Der Ansatz wurde anschlief3end mit Streptavidinagarose
inkubiert. Dabel wurde der Rezeptor-Ligand-Komplex Uber das Biotin des Liganden an die
Streptavidin-Matrix gekoppelt und nur funktioneller PAC1-Rezeptor aus der Losung isoliert.
Eine pH-Wert-Anderung in den sauren Bereich war in der Lage, den Komplex aus PAC1-
Rezeptor und Ligand aufzubrechen. Dadurch war die Elution des Rezeptors von der
Streptavidinmatrix  mdoglich.  Der  biotinylierte Ligand verblieb dabel an der
Streptavidinmatrix.

Die Westernblotanalytik des Eluates der Ligandenaffinitdtschromatographie ergab eine relativ
schwache, aber spezifische Proteinbande bel einem Molekulargewicht von 55 kDa
(Abbildung 32, Spur 3).
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Abbildung 32: Westernblotdar stellung der Ligandenaffinitatschr omatographie

Das Eluat der Antikorperaffinitdtschromatographie (Spur 1) wurde mit PACAP27-Ala;-Cys-Bio und
Spreptavidin-Agarose unter Bindungstestbedingungen inkubiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert und der
Uberstand (Spur 2) abgenommen. Die Agarose-Matrix wurde mit Elutionspuffer pH 4 inkubiert, abzentrifugiert
und das Eluat abgenommen. Der pH-Wert des Eluates (Spur 3) wurde sofort wieder auf pH 7,4 eingestellt. Die
Proteine der verschiedenen Ansdtze wurden mittels Chloroform-Methanol-Fallung prézipitiert und Uber SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte die Detektion der
Proteine durch Immunostaining des Rho-Epitops Uiber einen Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Antikorper.

Um die Reinheit des Eluates zu bestimmen, wurde eine Silberfarbung durchgefihrt. Auf dem
gefarbten SDS-Polyacrylamidgel konnten keine Proteinbanden in der Spur des Eluates
detektiert werden (nicht gezeigt). Die isolierte Rezeptormenge war somit zu gering fir einen
Nachwels mittels Silberfarbung. Es wurde jedoch auch kein weiteres Protein Uber die
Methode der Ligandenaffinitdtschromatographie in hoéheren Ausbeuten als das PACI1-
Rezeptorprotein isoliert, was fir die Spezifitat der Methode spricht.

Der Reinigungsschritt der Ligandenaffinitétschromatographie gelang trotz des zur Verfiigung
stehenden hochaffinen biotinylierten PACAP-Liganden nur mit geringer Ausbeute, wie ein
visueller Vergleich der Spur des Uberstandes (Abbildung 32, Spur 2) mit der Spur des Eluates
(Abbildung 32, Spur 3) zeigte. Folglich handelt es sich bei dem durch Antikorperaffinitéats-
chromatographie angereicherten Rezeptor hauptsachlich um seine unfunktionelle Form.

Da die Westernblotanalyse keinen Aufschlul3 Uber die Funktionalitédt des nach der
Ligandenaffinitdtschromatographie eluierten PAC1-Rezeptors gab, wurde das Eluat der
Ligandenaffinitatschromatographie einer Photoaffinitatsmarkierung unterzogen. Dabei konnte
keine radioaktive Bande im SDS-Polyacrylamidgel identifiziert werden. Demnach war es
nicht moglich, den PACI1-Rezeptor im Eluat der Ligandenaffinitdtschromatographie
photoreaktiv zu markieren. Entweder war die Menge des isolierten PAC1-Rezeptors zu gering
fur die photoreaktive Markierung, oder der PAC1-Rezeptor wurde aufgrund der sauren

Elutionsbedingungen und der hohen Empfindlichkeit irreversibel denaturiert.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Dodecylamltosid als Detergenz der PACI-
Rezeptor aus Sf21PACAPRRho-Membranen solubilisiert werden konnte. Es erfolgte eine
Anreicherung des  Rezeptors Uber das  angefigte  Rho-Epitop  mittels
Antikorperaffinitdtschromatographie. Im Eluat der Antikorperaffinitatschromatographie
wurde funktioneller Rezeptor durch Bindungstests bzw. durch photoreaktive Markierung
nachgewiesen. Mit geringer Ausbeute war auch eine Anreicherung des Rezptors durch die
Ligandenaffinitétschromatographie moglich, wobel jedoch nur nichtfunktioneller Rezeptor
eluiert und durch Westernblotanalyse detektiert werden konnte.

3.6.2. Digitonin als Detergenz

Das radioaktive Rezeptorsignal nach der photoreaktiven Markierung mit Dodecylmaltosid als
Detergenz war aus den oben diskutierten Grinden sehr schwach. Um  die
Hormonbindungsstelle des Rezeptors zu identifizieren, sollte sich der photoreaktiven
Markierung ein proteolytischer Verdau des Rezeptors anschlief3en. Eine Aufféacherung der
schwachen radioaktiven Rezeptorbande in Rezeptorfragmente (vgl. Abbildung 31) wirde die
Detektion der Signale sehr erschweren. Der PAC1-Rezeptor wurde deshalb zusétzlich zum
Dodecylmaltosid aus den S21PACAPRRho-Membranen mit 1% Digitonin solubilisiert. Aus
der Literatur waren Beispiele fur die erfolgreiche Solubilisierung des PAC1-Rezeptors mit
Digitonin bekannt [44].

Die Solubilisierung erfolgte mit einer Proteinkonzentration von 2 mg/ml fur eine Stunde bel
4°C. Die Proteinausbeute der Solubilisierung betrug 25 %. Das Solubilisat wurde mittels
Westernblot-Methode anaysiert. Dabei wurde eine spezifische Bande mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa detektiert, die dem PAC1-Rezeptor zugeordnet werden konnte
(Abbildung 34, Spur 2).

Ein visueller Vergleich der detektierten Westernblotsignale von Membran und Solubilisat
ergab, dass mit Dodecylmaltosd mehr PAC1-Rezeptorprotein aus den Sf21PACAPRRho-
Membranen solubilisiert werden konnte als mit Digitonin. Nach dem Auftragen identischer
Proteinmengen wurde im Dodecylmaltosidsolubilisat eine stérkere Rezeptorbande als in der
Sf21PACAPRRho-Membran detektiert, d.h. mit Dodecylmaltosid konnte eine hohere
Anreicherung des PAC1-Rezeptors im Solubilisat erreicht werden (Abbildung 28, Spuren 1
und 2). Die Solubilisierung mit Digitonin als Detergenz ergab im Solubilisat keine stérkere
PAC1-Rezeptorbande als in der Membran (Abbildung 34, Spuren 1 und 2).
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Das Digitoninsolubilisat wurde anhand eines Bindungstests mit dem iodierten Ligand 1%I-
[Phe®(pBz)]PACAP27 auf funktionellen Rezeptor hin untersucht. Im direktem Vergleich mit
dem Dodecylmaltosidsolubilisat wurde eine mengenmaldig hohere spezifische Bindung nach
der Solubilisierung mit Digitonin detektiert.

Das Digitoninsolubilisat wurde deshalb durch Séttigungstests mit einem 12°1-PACAP27-
Liganden (Perkin Elmer) naher charakterisiert (Abbildung 33). Der 1%I-PACAP27-Ligand
war durch seine spezifischere Bindung besser geeignet als der vorher eingesetzte %°I-
[Phe®(pBz)] PACAP27-Ligand.
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Abbildung 33: Sattigungskurve und Scatchardplot an mit Digitonin solubilisierten Sf21-PACAPRRho-
Membranen

Im Digitoninsolubilisat konnte eine Rezeptordichte von 18 pmol/mg festgestellt werden. Die
Affinitdt des Liganden zum Rezeptor betrug 0,3 nM.

Es konnte beobachtete werden, dass durch die Aufbewahrung bei 4°C der solubilisierte
PAC1-Rezeptor die Fahigkeit verlor, seinen Liganden zu binden. So konnte nach 4 Tagen im
Kuhlschrank nur noch eine Rezeptordichte von 8 pmol/mg detektiert werden.

Nach dem Einfrieren des Solubilisates bel —20°C und —-80°C konnte Uberhaupt keine Bindung
des Liganden an den Rezeptor mehr festgestellt werden. Die Rezeptoraggregation an
Gefal3wande konnte neben der hohen Empfindlichkeit des Rezeptors eine Ursache fir den



3. Ergebnisse 93

Bindungsverlust sein. Eine Solubiliserung des PAC1-Rezeptors in grofierem Massstab war

somit nicht moglich, da die Funktionalitdt des Rezeptorproteins verloren ging.

Der mit Digitonin solubilisierte PAC1-Rezeptor wurde fir einem ersten Anreicherungsschritt
in der Antikorperaffinitdtschromatographie eingesetzt.

Die Elution des Uber das Rho-Epitop an die Antikorpermatrix gebundenen Proteins erfolgte
mit einer Detergenzkonzentration von 0,5 % Digitonin und dem 9-mer Elutionspeptid.

Ein Aliquot des Durchlaufes der Antikorperaffinitatschromatographie (oder Uberstand, da im
Batchverfahren gearbeitet wurde) und des Eluates wurden Uber Westernblotanalyse
charakterisiert. Im Durchlauf konnte wiederrum kein spezifisches Signal detektiert werden
(Abbildung 34, Spur 3). Das spricht dafur, dass Digitonin keine nachteiligen Effekte auf die
spezifische Erkennung des Rho-Epitops und des 1D4-Antikorpers besald. Im Eluat der
Antikorperaffinitatschromatographie konnte eine spezifische Proteinbande im Bereich von 55
kDa detektiert werden (Abbildung 34, Spur 4). Folglich konnte der PAC1-Rezeptor aus den
S21PACAPRRho-Membranen  mit  Digitonin  solubilisert,  Gber  die  1D4-
Antikorperaffinitétschromatographie aus dem Solubilisat entfernt und im Elutionspuffer
angereichert werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Westerblot-Analyse der Antikor per affinitéatschr omatographie mit Digitonin als Detergenz
Die Proteine aus dem Solubilisat, dem Uberstand und dem Eluat wurden mittels Chloroform/M ethanol-Methode
geféllt und Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %) aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Membran erfolgte
die Detektion der Proteine durch Immunostaining des Rho-Epitops Uber einen Alkalische-Phosphatase-
gekoppelten Zweitantikorper. Spur 1. Sf21PACAPRRho-Membran Spur 2: Digitonin-Solubilisat Spur 3:
Uberstand der Antikorperaffinitdtschromatographie (Durchlauf) Spur 4: Eluat der
Antikorperaffinitétschromatographie

AnschlieRend wurde in einem Bindungstestansatz der photoresktive Ligand 1?°I-

[Phe®(pBz)]|PACAP27 mit dem angereicherten Rezeptor aus der
Antikorperaffinitdtschromatographie inkubiert. Als Vergleichsansatiz diente hier die
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S21PACAPRRho-Membran. Es konnte spezifische Bindung im Eluat detektiert werden.
Nach Abschétzung der spezifischen Bindung lagen die Rezeptordichten im Eluat hoher als in
der S21PACAPRRho-Membran. Bel enem direkten Vergleich der Eluate der
Antikorperaffinitatschromatographie war mit Dodecylmaltosid als Detergenz die spezifische
Bindung niedriger als mit Digitonin als Detergenz. Der Antell der unspezifischen Bindung
war jedoch, wie schon bei der Charakterisierung des photoreaktiven Liganden mit der
Schweinehirnmembran beschrieben wurde, sehr hoch (3.1.2.).

Eine weitere Charakterisierung des PAC1-Rezeptors erfolgte durch Photoaffinitétsmarkierung
des Rezeptors im Eluat der Antikorperaffinitétschromatographie.

Fur die Photoreaktivitdtsmarkierung des PAC1-Rezeptors nach der Antikorperaffinitéts-
chromatographie wurde das Eluat unter Bindungstestbedingungen mit dem iodierten
photoreaktiven PACAP27-Liganden inkubiert und mit Licht (Quecksilberdampflampe,
Wellenlangen < 320 nm wurden durch Filter entfernt ) bestrahlt. Aus diesem Ansatz wurden
die Proteine geféllt und Uber SDS-Polyacrylamidgel elektrophorese aufgetrennt. Es wurde eine
radioaktive Bande im Molekulargewichtsbereich von 58 kDa detektiert (Abbildung 35, Spur
2). De PACl-Rezeptor konnte somit photoreaktiv. markiert werden. Die
Photoaffinitdtsmarkierung war ein weiterer Beweis dafUr, dass der PAC1-Rezeptor nach der
Anreicherung Uber Antikorperaffinitatschromatographie weiterhin seine Funktionalitét besal3.
Die Effizienz der Photoaffinitatsmarkierung war mit Digitonin als Detergenz hoher als mit
Dodecylmatosid. Obwohl mit Dodecylmaltosd das Rezeptorprotein in hoherer Menge
solubilisiert werden konnte (laut Westernblotanalyse), unterstiitzte Digitonin stérker die
Funktionalitét des PAC1-Rezeptors. Die hohere Ausbeute der photoreaktiven Markierung mit
Digitonin als Detergenz war auch fir den nachfolgenden proteolytischen Verdau besser
geeignet. Da erstens Verluste von radioaktiven Proteinen bel der Durchfihrung des
proteolytischen Verdaus auftreten (Pipettieren, Fallung von Proteinen) und zweitens das
radioaktive Rezeptorsignal in mehrere Rezeptorfragmente aufgeféachert werden kann und
dadurch die Detektion radioaktiver Fragmente erschwert ist (z.B. unvollstandig erfolgter
Verdau).
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Abbildung 35: Photoreaktive Markierung des solubilisierten PAC1-Rezeptors.

Vergleich der Photoreaktiven Markierung des PAC1-Rezeptors nach Solubilisierung mit Dodecylmaltosid (Spur
1) bzw. Digitonin (Spur 2) und Reinigung Uber Antikorperaffinitétschromatographie. Die Auftrennung erfogte
Uber SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (10 %). Es erfolgte eine radiographische Detektion der Signale.

Das Eluat der Antikorperaffinitdtschromatographie  wurde ebenfalls in  der
Ligandenaffinitatschromatographie eingesetzt. Nach der sauren Elution (pH 4) von an die
Streptavidinmatrix gebundenen Proteinen wurde das Eluat in einer photoreaktiven
Markierungsrektion eingesetzt. Wie im Fall des Dodecylmatosids konnte jedoch kein
radioaktives Signal detektiert werden, d.h. der PAC1-Rezeptor lag nach der Elution in einer
unfunktionellen Form vor. Der Rezeptor wurde wahrscheinlich bei der Elution von der Matrix
irreversibel denaturiert. Trotz schneller pH-Wert Anderung nach der sauren Elution und
Digitonin as Detergenz  konnte der PAC1-Rezeptor auch hier nach der
Ligandenaffinitétschromatographie nicht in seiner funktionellen Form erhalten werden.

Die analytische Anreicherung des PAC1-Rezeptors aus dem Solubilisat der
S21PACAPRRho-Membranen Uber Antikorperaffinitdtschromatographie mit Digitonin als
Detergenz wird in Tabelle 9 zusammengefasst und quantifiziert.
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Probe Protein- | Rezeptordichte | Rezeptor- | Ausbeute | Anreicherung
menge menge
S21-PACAPRRNhoO- 3mg 40 pmol/mg 120 pmol 100 % 1 fach
Membran
Solubilisat 0,75 mg 18 pmol/mg | 13,5pmol | 11,25% -
(1 fach)
Eluat der
Antikorperaffinitdts- | 0,008 ug | 202 pmol/mg | 810fmol | 0,67 % 5 fach
chromatographie (11 fach)

Tabelle 9: Quantifizierung der funktionellen PAC1-Rezeptor-Anreicherung mit
Digitonin als Deter genz

Aufgezeigt ist die analytische Anreicherung aus 1,5 ml Solubilisat. Die Sf21PACAPRRho-Membran und das
Solubilisat wurden anhand von Séttigungstests mit iodiertem Ligand charakterisiert. Die Abschatzung der
Rezeptordichte im Eluat der Antikdrperaffinitétschromatographie erfolgte aufgrund der Signale der
photoreaktiven Markierung.

3.7. Deglykosilierung des photoreaktiv markierten PAC1-Rezeptors

Die Deglykosilierung gibt Hinweise auf den Umfang der posttrandationalen Modifikationen
im verwendeten Expressionssystem. So kann das Glykosilierungsmuster hilfreich bei der
Eingrenzung der Ligandenbindugsstelle sein. Denn bel der Zuordnung der radioaktiven
extrazellularen Rezeptorfragmente nach dem proteolytischem Verdau muss die Grolie der
Kohlenhydratreste beriicksichtigt werden. Der PAC1-Rezeptor besitzt funf potentielle
Glykosilierungsstellen, drei im N-Terminus, eine im zweiten und eine im dritten
extrazelluléarem Loop (vergleiche Abbildung 40).

Der Uber Antikorperaffinitdtschromatographie angereicherte und photoreaktiv. markierte
PAC1-Rezeptor (58 kDa) wurde in einer Deglykosilierungsreaktion mit dem Enzym
PNGaseF eingesetzt. PNGaseF hydrolysiert spezifisch N-glykosidische Bindungen zwischen
Zuckermolekilen und dem Peptid. Im SDS-Polyacrylamidgel wurde im Vergleich mit nicht
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deglykosiliertem Rezeptor eine um ca. 3 kDa kleinere Rezeptorbande detektiert (55 kDa;
Abbildung 36, Spur 2). Diese geringe Molekulargewichtsverschiebung liefd auf einen sehr
geringen Glykosilierungsgrad des PACI1-Rezeptors in der S21PACAPRRho-Membran
schlief3en. Der deglykosilierte PAC1-Rezeptor besal3 demnach ein Molekulargewicht von 52
kDa

kDa 1 2
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L=

Abbildung 36: Deglykosilierung des PAC1-Rezeptors.

Die Deglykosilierung erfolgte mit PNGaseF nach Anreicherung tber Antikorperaffinitétschromatographie und
Photoaffinitétsmarkierung. Das Eluat der Antikorperaffinitdtschromatographie wurde mit dem radioaktiven
photoreaktiven Liganden inkubiert, mit UV-Licht bestrahlt und die Proteine mit der Chloroform/Methanol-
Methode geféllt. Die Proteinpellets wurden gelést, mit Verdaupuffer versetzt und ein Ansatz mit dem Enzym
versetzt. Anschlie3end erfolgte die Auftrennung der Proteine Uber ein SDS-Polyacrylamidgel (10 %), die
Detektion radiographisch. Spur 1: Ansatz ohne PNGaseF, Spur 2: Ansatz mit PNGaseF

3.8. Proteolytische Spaltung des photoreaktiv markierten Rezeptors

Der PAC1-Rezeptor wurde nach dem Anreicherungsschritt durch
Antikorperaffinitatschromatographie photoreaktiv. markiert und einem proteolytischem
Verdau durch Kallikrein bzw. Endoproteinase LysC unterzogen. Die Zuordnung der
auftretenden radioaktiven Banden zu den theoretisch entstehenden Rezeptorfragmenten sollte
zu einer Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor fuhren.

Wie schon bel der Deglykosilierung des Rezeptors erwahnt wurde, musste auch hier die
potentielle Moglichkeit der Glykosilierung von extrazelluldren Rezeptordomanen und damit

ein hdheres Molekulargewicht der Rezeptorfragmente beachtet werden.
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3.8.1. Kallikrein

Der radioaktive photoreaktiv markierte PAC1-Rezeptor wurde in einem proteolytischen
Ansatz mit Kallikrein verdaut. Bel dem verwendeten Enzym handelte es sich um
Gewebskallikrein aus dem Pancreas des Schweines (Enzymnomenklatur 3.4.21.35). Es
hydrolysiert hauptséchlich Peptidbindungen zwischen Met-Lys und Arg-Ser [45].

Im PAC1-Rezeptor der Ratte existieren zwei Arg-Ser Spaltstellen an Position 352 und an
Position 451. Eine Met-Lys-Spatstelle existiert nicht. Demnach mifdte bei einem
vollstéandigen Verdau des Rezeptors durch Kallikrein drei Fragmente mit 352 Aminosauren
(40,5 kDa), 63 Aminosauren (6,6 kDa) und 52 Aminosduren (5,7 kDa) Lange entstehen. Im
Falle der Ausbildung von kovalenten Bindungen durch den photoreaktiven Liganden wahrend
der Photoaffinitdtsmarkierung wéaren die entstandenen proteolytischen Fragmente um 3 kDa
grofer. Fur glykosilierte Fragmente mufdte zusétzlich eine Erhthung des Molekulargewichtes
um bis zu 3 kDA beachtet werden (vergleiche Kapitel 3.7.).

Die Grofl3en der tatsachlich beobachteten radioaktiven Banden betrugen 48 kDa und 36 kDa
(Abbildung 37, Spur 2). Die Zuordnung der Banden erfolgt in Kapitel 3.9.
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Abbildung 37: Proteolytische Spaltung des PAC1-Rezeptors mit Kallikrein.

Die Proben wurden auf ein SDS-Polyacrylamid-Gradientengel (4-12%, Invitrogen) aufgetragen. Nach der
Auftrennung wurde das Gel getrocknet und radiographisch analysiert. Spur 1: ohne Kallikrein, Spur 2: mit
Kallikrein.
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3.8.2. Endoproteinase LysC

Der proteolytische Verdau mit der Endoproteinase LysC sollte weiter Aufschlufd Uber die
Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor geben. Dieses Enzym schneidet Proteine nach
jedem Lysinrest. Im N-Terminus des PAC1-Rezeptors sind vier Lysinreste lokalisiert
(Positionen 27, 28, 64 und 153). Es mufiten folglich nach einem Endoproteinase LysC-Verdau
drei aus dem N-Terminus (bis Position 154) stammende Fragmente entstehen. Es konnte
jedoch keine Verschiebung der PACIL-Rezeptorbande detektiert und somit kein
proteolytischer Verdau des Rezeptors beobachtet werden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Proteolytische Spaltung des photor eaktiv markierten PAC1-Rezeptors

Die  Proteolyse des  photoreaktiv.  markierten =~ PAC1-Rezeptors aus dem  Eluat  der
Antikoérperaffinitdtschromatographie erfolgte mit der Endoproteinase LysC (4-12 % Gradientengel,
radiographische Detektion). Spur 1: Probe ohne LysC-Behandlung Spur 2: Probe mit LysC-Behandlung.

3.9. Beschreibung der verwendeten Strategie und die Zusammenfassung der
Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte die Ligandenbindungsstelle des PAC1-Rezeptors erstmals durch den
proteolytischen Verdau des photoreaktiv markierten Rezeptorproteins stark eingegrenzt. Der
proteolytische Verdau radioaktiv markierter Rezeptoren stellt eine direkte Strategie zur
Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle dar. Andere indirekte Methoden sind die
Konstruktion chimérer Rezeptoren sowie die Mutagenese oder Deletion von vermutlich an der
Ligandenerkennung beteiligter Rezeptordomanen.

Fir den proteolytischen Verdau von Proteinen stand eine Vielzahl von kommerziell zu

erwerbenden Enzymen zur Verfigung. Der Groldteil der kauflichen Proteasen war jedoch
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aufgrund der hohen Spaltsequenz des PACI1-Rezeptors fur den proteolytischen Verdau
ungeeignet. Die Fragmente des verdauten Rezeptors mufdten fur eine eindeutige Zuordnung
der Spaltfragmente ein variables Molekulargewicht aufweisen. Weiterhin musste darauf
geachtet werden, den photoreaktiv markierten Liganden nicht zu verdauen bzw. die radioaktiv
markierte Aminosaure und die photoreaktive Gruppe in einem Fragment zu erhaten. Die
Synthese von Liganden mit der photoreaktiven und der radioaktiven Gruppe an einem
Aminosaurerest wirde das Spektrum der verwendbaren Proteasen erweitern. Sie gestaltet sich
jedoch als sehr schwierig aufgrund der sterischen Hinderung der einzufiihrenden Reste sowie
der moglichen resultierenden niedrigeren Affinitdt des modifizierten Liganden. Da der
PACAP-Ligand 27 Aminosauren besitzt, war die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins von
spezifischen Proteaseschnittstellen sehr hoch. Als Lésung bietet sich die Verkirzung und
Mutagenese von Liganden an, um potentielle Erkennungssequenzen fur proteolytische
Enzyme zu entfernen und damit den Einsatz dieser Liganden in der proteolytische Analysen
zu ermoglichen ([46],[47]). Im Falle der PACAP-Liganden war die sinnvolle Verkirzung der
Peptide jedoch nicht geeignet, da verkirzte PACAP-Liganden eine signifikant schlechtere
Affinitdt zum PAC1-Rezeptor besitzen und deshalb als Liganden fir die photoreaktive
Markierung zum Zweck des proteolytischen Verdaus nicht geeignet waren [48].

Fur die photoreaktive Markierung des PAC1-Rezeptors standen finf photoreaktive Liganden
zur Auswahl (Abbildung 39) [49]. Keiner dieser Liganden besa? eine spezifische
Erkennungssequenz fur das Gewebskallikrein aus dem Schwein. Trotz der zu erwartenden
geringen Effizienz der photoresktiven Markierung [36] wurde der [Phe®(pBz)]PACAP27-
Ligand ausgewahlt. Denn einzigst fir diesen Liganden bestand die Option, nach dem Verdau
mit der Endoproteinase LysC die photoreaktive und die radioaktive Gruppe in einem
Fragment zu erhalten (Aminosiurefragment 1-15, vergleiche Abbildung 39). Uber die
lodogenmethode wurde der [Phe®(pBz)]PACAP27-Ligand hochaffin radioaktiv markiert (an
Position 10 oder 13, Kp = 0,4 nM). Die dabei beobachtete Oxidation der Aminosdure
Methionin im PACAP-Liganden hatte keinen Einflul3 auf die Rezeptorerkennung. Gleiches
wurde fUr den hier synthetisierten biotinylierten PACAP-Liganden gefunden, der trotz
gezeigter Methioninoxidation ebenfalls hochaffin war. Im Gegensatz dazu wurde fur andere
Peptidnormone ein Verlust der biologischen Aktivitét nach einer Methioninoxidation
beobachtet [50].
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Photoreaktive Liganden

PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys Lys Tyr-Leu-Ala-Ala-Va-Leu-NH;

[Phe®(pBz)]PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe(pBz)-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys Tyr-Leu-Ala-Ala-Va-Leu-NH,

[Lys"(e pBz)] PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys(e-Bz,)-GIn-Met-Ala-Va-Lys-Lys Tyr-Leu-Ala-Ala-Vd-Leu-NH,

[Lys°(e pBz,)]| PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Va-Lyq e-Bzy)-Lys Tyr-Leu-Ala-Ala-Va-Leu-NH;

[Lys" (epBz)] PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-AlaVal-Lys-Lys(e Bz)-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-NH,

[Phe’?(pBz,)| PACAP27
His-Ser-Asp-Gly-lle-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-GIn-Met-Ala-Val-Lys-Lys- Phe(pBz)-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-NH:

Abbildung 39: Struktur der zur Auswahl stehenden photoreaktiven PACAP27-Analoga

Diefett geschriebenen Aminosauren wurden jeweils modifiziert. Phe(pBz): p-Benzoyl-L-phenylalanin

Fur die photoreaktive Markierung wurde der Uber Antikorperaffinitétschromatographie
funktionell gereinigte PAC1-Rezeptor verwendet. Die Spaltfragmente des proteolytischen
Verdaus wurden nach Auftrennung der Proteine Uber SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
radiographisch detektiert. Ein erster Verdau des Rezeptors erfolgte mit Kallikrein. Das
verwendete Gewebskallikrein besald zwel spezifische Erkennungssequenzen an den
Positionen 352 und 415 des PAC1-Rezeptors (vgl. Abbildung 40).

Durch die proteolytische Spaltung des photoreaktiv markierten PAC1-Rezeptors mit
Kallikrein entstanden zwel Spaltfragmente, die Molekulargewichte von 48 kDa und 36 kDa
aufwiesen. Das 48 kDA -Fragment konnte eindeutig der spezifischen Kallikrein-Spaltstelle an
Position 352 zugeordnet werden. Die Position 352 befand sich im dritten intrazelluléren Loop
des PACI1-Rezeptors. Zu dem theoretisch kalkulierten Molekulargewichtes dieses
Rezeptorfragmentes (40,4 kDa) miissen noch das Molekulargewicht der Glykosilierung (3
kDa) und des photoreaktiven Liganden (3 kDa) hinzugezogen werden (Tabelle 10). Die
errechnete Fragmentgrof3e von 46,4 kDa stimmte mit der zugeordneten Fragmentgrof3e von 48
kDa gut Uberein (Tabelle 11). Dieses Ergebnis schliefit die Beteiligung des dritten
extrazelluldren Loops an der Ligandenbindung aus. Da kein radioaktives Fragment gréf3eren

Molekulargewichtes auftrat, wurde die spezifische Erkennungssequenz an der Position 415 im
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C-Terminus des PAC1-Rezeptors ebenfalls erkannt und das Protein somit vollstandig durch
Kalikrein verdaut.

Das Auftreten des 36 kDa-Fragmentes nach langerer Kallikreineinwirkung (Uber Nacht)
wurde einer weiteren Spaltung des N-terminalen radioaktiven 48 kDa-Fragmentes zugeordnet.
Das 48 kDa-Fragment wies keine spezifische Spaltstelle fir das Gewebskallikrein aus den
Schwein auf. FUr die zusétzliche Spaltung kommen jedoch zwei Phenylaaninpaare an den
Positionen 232 und 258 des PAC1-Rezeptors as zusétzliche Erkennungssequenz in Betracht,
wie se fur das menschliche Gewebskallikrein beschrieben wurde. Das menschliche
Gewebskallikrein besitzt die gleiche Substratspezifitét wie das Gewebskallikrein aus dem
Schwein, es hydrolysiert Peptidbindungen zwischen Arginin-Serin und Methionin-Lysin.
Zusatzlich wurde eine Spaltung von Peptiden nach einem Paar von Phenylalanin gefunden
([51], [52]). Diese Spezifitét ware fur das Kallikrein aus dem Schwein ebenso denkbar. Es
konnte somit eine zusdtzliche Fragmentierung des PAC1-Rezeptors an den Positionen 232
und 258 stattfinden. Da sich die Position 232 in der Umgebung von hydrophoben
Aminosduren aus der dritten Transmembrandoméne befand, kann ein Nichterkennen durch
das Enzym wahrscheinlich sein.

Die Fragmentierung des Rezeptors an Position 258 im zweiten intrazellulérem Loop ergibt
mit eingerechneter Glykosilierung und eingerechnetem photoreaktiven Liganden eine Grof3e
von 36,5 kDa, was sehr gut mit dem detektierten Fragment von 36 kDa Ubereinstimmt. Da in
diesem Fragment (N-Terminus, erste extrazelluldare Doméne) die gesamten detektierten
Glykosilierung vorhanden ist, wird fir den zweiten extrazelluléren Loop eine Einbeziehung in
die Ligandenbindung ebenso ausgeschlossen wie eine Glykosilierung des PAC1-Rezeptors an
der Position 299.

Eine Zusammenfassung der durch Kallikreinverdau moglichen Rezeptorfragmente gibt die
Tabelle 10. Darin wurden alle hier diskutierten moglichen Spaltstellen berticksichtigt. Eine
Zusammenfassung Uber die tatsdchlich ermittelten radioaktiven Fragmente des PACI-
Rezeptors mit Kallikrein gibt die Tabelle 11. In der Abbildung 40 sind die Spaltstellen des
Kalikreins im PAC1-Rezeptor markiert.
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Rezeptor- Anzahl der| Theoretische Erwartete Fragmentgrofie (kDa)
fragment Amino- | Fragment-grofie
(AS) sauren (kDa)
Mit Ligand mit Ligand und
Glykoslilierung
1-232 232 26,1 29,1 32,1
(Met?Phe-Phe)
233-259 27 34 6,4 n.m.
(Cys?Phe-Phe)
260-352 93 10,9 13,9 16,9
(Pro?Arg)
353-415 63 7,2 10,2 13,2
(Ser?Arg)
416-467 52 57 8,7 n.m.
(Ser?Thr)

Tabelle 10: Aufstellung der mdglichen Rezeptorfragmente nach vollstandigem proteolytischen Verdau des
photoreaktiv markierten PAC1-Rezeptors mit Kallikrein.

Arg: Spaltung zwischen Arginin und Serin
Phe-Phe: Spaltung nach einem Paar von Phenylalanin
N.m.: Glykosilierung nicht mdoglich

Rezeptor-fragment Theoretische Fragment- | Erwartete Fragmentgroile Detektierte
(AS) gréie mit Ligand und FragmentgrofRe
(kDa) Glykoslilierung (kDa)
(kDa)
1-352 40,4 46,4 48
(Met?Arg)
1-259 29,5 35,5 36
(Met?Phe)

Tabelle 11: Zuordnung der tatséchlich detektierten

proteolytischem Verdau mit Kallikrein.

PAC1-Rezeptorfragmente (vgl. Abbildung 37) nach
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Abbildung 40: Darstellung des PAC1-Rezptors der Ratte.

Potentielle AyKosilierungsstellen sind dunkel hervorgehoben. Die ersten 20 grau unterlegten Amingsiuren
markieren das Signalpeptid. Die Positionen 352 und 415 bezeichnen spezifische Erkennungssequenzen des
Gewebskallikreins aus dem Schwein. Die Positionen 232 und 259 die vermuteten und aus dem menschlichem
Gewebskallikrein abgeleiteten Erkennungssequenzen. Nach dem proteolytischen Verdau konnten die radioaktiv
markierten Rezeptorfragmente durch Spaltung an Position 352 (schwarz und grau umrandete Aminosauren) und
durch Spaltung an Position 259 (schwarz umrandete Aminosauren) entstanden sein.

Der proteolytische Verdau mit der Endoproteinase Lys-C sollte zu einer weiteren
Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle im N-Terminus fihren. Die Endoproteinase
schneidet nach jedem Lysinrest. FUr den N-Terminus wurden drei Fragmente variabler Grole
erwartet. Es konnten jedoch keine Spaltfragmente detektiert werden (15 potentielle
Spaltstellen im gesamten PAC1-Rezeptor). Es wird angenommen, dass trotz der nach
Vorschrift gewahlten optimalen Reaktionsbedingungen Komponenten fir die Reaktivitét des
Enzyms fehlten. Desweiteren konnte das Rezeptorprotein trotz Behandlung mit 1 % SDS in
einer unvollsténdig denaturierten Form vorliegen und damit fUr die Endoproteinase LysC
unzuganglich sein. Andererseits kann die Endkonzentration von 0,1 % SDS im
Reaktionspuffer eventuell Inaktivierung des Enzyms fuhren.

Die Aufwendige Generierung des Ausgangsmaterials, die geringe Langzeitstabilitét des

Rezeptorsolubilisates und die durch die Habwertzeit begrenzte Verwendbarkeit der
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radioaktiven PACAP-Liganden erlaubten es im Rahmen dieser Arbeit nicht, die Arbeiten zur
Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle des PAC1-Rezeptors weiter zu vertiefen.

3.10. Der Einflu? des PAC1-Rezeptors auf die Sekretion des APPsa

Neben der Eingrenzung der Ligandenbidungsstelle sollte im Rahmen dieser Arbeit der
Einfluss des PAC1-Rezeptors auf die APPsa-Sekretion gepriift werden. Fur einige G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) wurde namlich ein Einfluss auf die Prozessierung des
Amyloid-Precusor-Proteins (APP) gezeigt. Das membransténdige APP kann durch a-
Sekretasen in eine gut [6sliche Form, das APPsa, prozessiert werden. Dem APPsa wurden
zellschitzende Funktionen nachgewiesen. Neben der Prozessierung durch a-Sekretasen kann
das APP durch 3 und g-Sekretasen in A3 umgewandelt werden (vgl. Abbildung 3) . Dem
hydrophoben Al wird eine besondere Rolle bei der Enstehung der Alzheimer Krankheit
zugesprochen. Denn mit AR angereicherte Plagues werden in grof3erer Anzahl in Gehirnen
von Patienten mit der Alzheimer’schen Erkrankung gefunden. Fir einige GPCR ist eine
Stimulation des a-Sekretaseweges und die daraus folgende erhdhte Sekretion des APPsa
beobachtet wurden. Durch die a-Sekretaseaktivierung kann der amyloidogene
Stoffwechselweg zurtickgedrangt werden und daraus eine verminderte Produktion des AR
resultieren. Der hier behandelte PAC1-Rezeptor gehort zu den GPCR, die unter anderem im
Gehirn verstarkt exprimiert werden. Der PAC1-Rezeptor Ubt eine Vielzahl von Einfllssen auf

physiologische Systeme aus und wurde hier erstmals im Hinblick auf die APP-Prozessierung
untersucht.

3.10.1. Charakterisierung des HEKPACAPRRho-Zellsystems

Fur die physiologischen Untersuchungen wurde die generierte  HEKPACAPRRho-Zélllinie
gewdahlt. Der PAC1-Rezeptor wurde in dieser Zelllinie ca vierfach Uberexprimiert
(Rezeptordichte: 8,6 pmol/mg) gegentber der Expressionsdichte im Schweinegehirn.
Aufgrund des vorliegenden Saugerzellsystems wird der PACL-Rezeptor vollstandig
prozessiert (aktiver Rezeptor). Der PACI1-Rezeptor wird in HEK-Zellen nicht endogen
exprimiert, was der Interpretation der Untersuchungsergebnisse entgegenkommt. So wurden
nur Signale detektiert, die aufgrund der Stimulation des transfizierten PAC1-Rezeptors

auftraten.
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Neben der Bestimmung der Rezeptordichte (8,6 pmol/mg, Abschnitt 3.4.) wurde die
HEKPACAPRRho-Zélllinie anhand ihrer Kalziumantwort auf PACAP-Ligandenstimulation
charakterisiert. Daflr wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzmarker FURA beladen. Dieser
Marker (FURA) wandert durch die Zellmembran und ist dann im Zytosol lokalisiert. FURA
besitzt eine hohe Affinitét zu Kalziumionen und bildet zusammen mit ihnen einen Komplex.
Durch die Komplexbildung verandert sich das Emissionsspektrum von FURA. Aus dem
Vergleich der Emissionsspektren zwischen freilem und mit Kalziumionen komplexiertem
FURA kann auf die momentane Konzentration von Kalziumionen im Zytosol der Zelle
geschlossen werden.

Fur die Versuche wurden die HEKPACAPRRho-Zellen mit dem Fluoreszenzmarker FURA
beladen und mit verschiedenen PACAP27-Ligandenkonzentrationen stimuliert. Die
resultierende Kalziumantwort wurde detektiert. Das bedeutet, dass nach Stimulation des
PAC1-Rezeptors ein Kaziumeinstrom aus intrazelluldren Kalziumspeichern oder dem
Extrazellul&rraum stattfand.

Zwischen der eingesetzten Ligandenkonzentration und der detektierten Signalstérke wurde
jedoch keine Korrelation gefunden (Daten nicht gezeigt). Die Streuung der Werte war so
grof3, dass keine Séttigungskurve konzipiert werden konnte.

Die Versuchsreihe wurde mit dem PACAP38-Liganden wiederholt. Die Stimulation des
PAC1-Rezeptors mit dem PACAP38-Liganden fuhrte ebenfalls zu einer Kalziumantwort. Im
Unterschied zum PACAP27-Liganden wurde eine Korrelation zwischen der eingesetzten
PACAP38-Ligandenkonzentration und der detektierten Signalstarke ermittelt. Ab einer 10 nM
Ligandenkonzentration wurde eine Séttigung des Signals erreicht. Die Séttigungskurve ist in
Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Kalziumantwort der HEKPACAPRRho-Zellen auf die Stimulation mit PACAP38.

Anhand der in die Messpunkte gelegten Funktion wurde die halbmaximale Konzentration auf 1,13 nM = 0,04
nM bestimmt (Sigma Plot).

Die Ursache fir die ungleich ausfallenden Kalziumantworten wurde auf die unterschiedlich
starke Stimulation des Kalziumsignaltransduktionsweges durch die verschiedenen PACAP-
Liganden zurtckgefuhrt.

3.10.2. Auswirkung der Stimulation des in HEK-Zellen stabil transfizierten PAC1-
Rezeptors auf die APPsa-Sekretion

Fir den Einflufld des PAC1-Rezeptors auf die APP-Prozessierung wurde die APPsa -Sekretion
in den Zellkulturiiberstand der HEKPACAPRRho-Zellen untersucht. Das APPsa entsteht aus
dem APP durch Einwirkung von a -Sekretasen.

Nach Stimulation der HEKPACAPRRho-Zellen mit dem PACAPZ27-Liganden (300 nM
Endkonzentration) wurde im Gegensatiz zu ebenfals mit dem PACAP27-Liganden
stimulierten HEK-Zellen und zu nicht stimulierten HEKPACAPRRho-Zellen ein flnffacher
Anstieg der APPsa -Sekretion ins Medium beobachtet (Abbildung 42). Es handelte sich damit
um einen signifikanten Anstieg der APPsa -Sekretion.



108 3. Ergebnisse

HEKSA HEKPACAPRRho

700

|:| konstitutiv
600 - stimuliert

—|>(_

500 H

400

300

%APPsa-Sekretion

200

100 n o T

0 T T T T
+/-0 + PACAP27 +/-0 + PACAP27

Abbildung 42: Einflu? der PAC1-Rezeptor-Stimulation auf die APPsa-Sekretion.

Es wurde jeweils eine gleiche Anzahl von Zellen auf mit Polylysin beschichteten 10-cm-Zellkulturschalen
ausgeséat. Zu den Zellen wurde der PACAP27-Ligand bis zu einer Endkonzentration von 300 nM zugegeben und
nach vier Stunden der Zellkulturtiberstand geféllt (vgl. Material- und Methodenteil). Die Detektion erfolgte tUber
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  und anschlief}ender Westernblotanalyse. Die Quantifizierung der
detektierten Banden erfolgte mit dem Phosphorimagersystem (Aida, Raytest). HEKSA: suspensionsadaptierte
HEK-Zellen; HEKPACAPRRho: Mischklon; * p<0,001 (Student t-Test, SigmaBlot)

Weiterhin wurde der EinfluR des PACAP38-Liganden auf die APPsa-Sekretion der
HEKPACAPRRho-Zellen untersucht. Der PACAP38-Ligand ist ebenfalls ein natrlicher
Ligand des PAC1-Rezeptors. Er besteht aus 38 Aminosdauren und seine ersten 27 N-
terminalen Aminosauren sind mit der Sequenz des PACAP27-Liganden identisch. Mit dem
PACAP38-Liganden (300 nM) wurde ein 25facher Anstieg der APPsa-Konzentration
gegeniber dem basalem APPsa-Wert festgestellt. Damit besass der PACAP38-Ligand bei
gleicher Ligandkonzentration (300 nM) ein um 50 % geringeres Stimulationspotential als der
PACAP27-Ligand (Abbildung 43).

Einen Hinweis auf die Spezifitét ergab die Inkubation der HEKPACAPRRho-Zéellen mit dem
Vasoactiven Intestinale Polypeptid (VIP). Der VIP-Ligand ist ein nattrlicher Agonist der
VIP-Rezeptoren (VPAC1 und VPAC2), die zur gleichen Familie wie der PAC1-Rezeptor
gehodren und eine hohe Sequenzhomologie zum PACI1-Rezeptor besitzen. Wahrend die
PACAP-Liganden ebenfalls eine hohe Affinitdt zu den VIP-Rezeptoren erkennen lassen,
besitzt VIP eine 1000fach schlechtere Affinitdét zum PAC1-Rezeptor as die PACAP-
Liganden. Die Behandlung der Zellen mit dem VIP-Agonisten (300 nM) ergab keinen
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Anstieg der basalen APPsa-Sekretion (Abbildung 43). Durch diesen Versuch konnte
ausgeschlossen werden, dass die Aktivierung von eventuell in HEK-Zellen endogen

vorkommenden VIP-Rezeptoren zur Stimulation der APPsa -Sekretion fuhrten.
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Abbildung 43: Einflul} verschiedener Liganden auf die APPsa-Sekretion.
Die Endkonzentration aller eingesetzter Liganden betrug 300 nM.

Der durch die PACAP-Liganden erzielte Anstieg der APPsa-Sekretion ins Medium der
HEKPACAPRRho-Zellen war spezifisch fur die Stimulation des PAC1-Rezeptors. Da der
PACAP27-Ligand ein hoheres Stimulationspotential als der PACAP38-Ligand besass,
wurden alle weiteren Versuche mit dem PACAP27-Liganden durchgefiihrt.

Fur die Stimulation der APPsa -Sekretion durch den PACAP27-Liganden wurde der Einfluss
der Ligandenkonzentration untersucht. Dafir wurden die Zellen mit verschiedenen
PACAP27-Konzentrationen behandelt. Die geringste eingesetzte Konzentration betrug 1 nM
PACAP27. Die hochste eingesetzte Konzentration betrug 3000 nM. Es wurde ene
Abhangigkeit der APPsa-Sekretion von der PACAP27-Ligandenkonzentration gefunden
(Abbildung 44). Wahrend bei einer Ligandenkonzentration von 10 nM kein Effekt auf die
konstitutive APPsa-Sekretion gefunden wurde, betrug bel einer 30 nM PACAP27-
Ligandenkonzentration die APPsa-Menge schon das Dreifache gegeniiber dem basalen Wert.
Bei einer 3000 nM PACAP27-Ligandenkonzentration wurde sogar ein 7,5facher Anstieg der
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APPsa-Sekretion beobachtet. Die Stimulation des PACI1-Rezeptors mit einer 1 nM
PACAP27-Ligandenkonzentration fihrte zu ener Inhibierung der konstitutiven APPsa-
Sekretion um 50 % (Abbildung 44).

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die durch PACAP27 ausgeltsten
stimulatorischen Effekte auf die APPsa-Sekretion gelegt. Diese Effekte wurden in dre
unabhéngig voneinander durchgefihrten Experimenten ermittelt. Der Effekt der a-Sekretase-
Inhibierung bei einer 1 nM PACAP27-Konzentration wurde nicht weiter verfolgt, da es sich
um einen nicht signifikanten Wert handelte (p = 0,075). Im allgemeinen sind inhibitorische
Effekte schwieriger zu quantifizieren und bedurfen weiterer genauerer Untersuchungen. Sollte

sich der inhibitorische Effekt jedoch bestdtigen, wére der PACI1-Rezeptor sowohl ein
Aktivator as auch ein Inhibitor der APPsa-Sekretion in den verwendeten HEKPACAPRRho-
Zdlen.
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Abbildung 44: Einflu der PACAP27-Ligandenkonzentration auf die Stimulation der APPsa-Sekretion.
Die linke Abbildung zeigt die Abhangigkeit in Form eines Bakendiagramms (Doppelbestimmung, zwei
unabhéngige Experimente). Darlber ist ein typisches Westernblotsignal (7,5%iges SDS Polyacrylamidgel)
abgebildet (1-6 PACAP27-Konzentrationen: 3000 nM, 300 nM, 100 nM, 30 nM, 10 nM, 1 nM; 7: basales
APPsa). In der rechten Abbildung wurde die Konzentrationsabhangigkeit in Form einer Funktion dargestellt
(Kurvenanpassung mit SigmaPlot 5.0, Sigmoidaler Fit). Mittels dieser Funktion wurde eine halbmaximale
Konzentration von 58,3 nM + 1,9 nM bestimmt. *p = 0,075 (Student t-Test, SigmaPlot)
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3.10.3. Einflul3 verschiedener Signaltransduktionswege auf die PAC1-Rezeptor
stimulierte APPsa-Sekretion

Fir den PAC1-Rezeptor wurde ein Einflul? auf die Signaltransduktionswege der Proteinkinase
A (PKA), der Proteinkinase C (PKC) und Mitogen Aktivierten Proteinkinase (MAPK)
beschrieben. Eine Inhibierung dieser Signaltransduktionswege ermittelte deren Einflufd auf die
von PACAP27 induzierte APPsa -Sekretion.

Je nach Passage und Zustand der Zellen wurden geringfligige Unterschiede in der APPsa -
Sekretion beobachtet. Deshalb wurde die aleinige Stimulation der HEKPACAPRRho-Zéellen
mit dem PACAP27-Liganden fir alle folgenden Versuche wiederholt.

3.10.3.1. Proteinkinase A-Weg

Es wurde der EinfluR des PKA-Signaltransduktionsweges auf den PAC1-Rezeptor
vermittelten Anstieg der APPsa -Sekretion untersucht (Abbildung 45).

Die HEKPACAPRRho-Zellen wurden mit dem PKA-Inhibitor H89 inkubiert. H89 ist ein
potenter und selektiver Inhibitor der PKA, indem er das von der PKA benétigte ATP
kompetetiv verdrangt [53]. Der PKA-Inhibitor H89 ergab keine Verénderung des basalen
APPsa-Wertes. Die PKA besal3 also keinen Einfluss auf die konstitutive a -Sekretaseaktivitét.
Durch die Behandlung der Zellen mit dem PKA-Inhibitor H89 wurde jedoch die PACAP27-
stimulierte APPsa-Sekretion um 43 % inhibiert (Abbildung 45, Tabelle 12). Die PKA ist
somit an der durch den PAC1-Rezeptor vermittelten a-Sekretaseaktivierung beteiligt.
Weiterhin wurden die Zellen mit dem PKA-Stimulator Dibutyryl-cAMP (dbcAMP)
behandelt. docAMP fungiert wie das cAMP, ist jedoch stabiler gegen den Angriff von
Phosphodiesterasen und damit ein langfristigerer Stimulator der Proteinkinase A. Wie der
PKA-Inhibitor H89 besal? auch der PKA-Stimulator dbcAMP keinen Einfluss auf die basale
APPsa-Sekretion der HEKPACAPRRho-Zellen. Der PKA-Stimulator dbcAMP  besass
ebenfalls keinen Effekt auf den durch PACAP27 ermittelten APPsa -Anstieg (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Einfluf3 von PK A-Inhibitoren und —Aktivatoren auf die von PACAP27 induzierte
Stimulation der APPsa-Sekretion.

Die Abbildung zeigt die Abhangigkeit in Form eines Balkendiagramms. Die Zellen wurden wie im Material-und
Methodenteil beschrieben behandelt und die Uberstéande geféllt. Die Zellen fir die Inhibitorversuche wurden 30
min mit dem Inhibitor vorinkubiert. Die Endkonzentration betrug fir den PACAP27-Liganden 300 nM, fir den
Inhibitor H89 20 uM und fir den Aktivator dbcAMP 1 mM. Uber dem Balkendiagramm (Doppel bestimmung,
drei unabhangige experimente) ist ein typisches Westernblotsignal (7,5%iges Westernblotsignal) abgebildet mit
folgenden Spuren: 1: basales APPsa, 2: PKA-Inhibitor H89, 3: PKA-Stimulator docAMP, 4: PACAP27-Ligand,
5: PKA-Inhibitor H89 und PACAP27-Ligand, 6: PKA-Aktivator dbcAMP und PACAP27-Ligand.

3.10.3.2. Proteinkinase C-Weg

Die HEKPACAPRRho-Z€llen wurden in Ab- oder Anwesenheit des PACAP27-Liganden mit
dem PKC-Inhibitor Chelerythrin und dem PKC-Aktivator Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
PMA untersucht (Abbildung 46).

Chelerythrin ist ein spezifischer Inhibitor der PKC (ICsop = 660 nM). In hoheren
Konzentrationen inhibiert Chelerythrin weitere Enzyme der Signaltransduktionskaskade (z.B.
PKA, Tyrosin-Protein-Kinasen; 1Cso = 100 uM). Er wurde deshalb in einer Konzentration von



3. Ergebnisse 113

300 nM eigesetzt. Es wurde festgestellt, das der PKC-Inhibitor Chelerythrin keinen Einfluld
auf die konstitutive a-Sekretaseaktivitdt besitzt, da sich die basde APPsa-Menge im
Zellkulturtiberstand wahrend der Chelerythrininkubation nicht signifikant anderte (Abbildung
46). Durch die Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrin wurde jedoch die
PACAP27-stimulierte APPsa -Sekretion um 34 % inhibiert (Abbildung 46, Tabelle 12). Eine
Involvierung der Proteinkinase C in die PAC1-Rezeptor vermittelte Stimulation der APPsa -
Sekretion wurde damit gezeigt.

Weiterhin wurden die HEKPACPRRho-Zellen mit dem PKC-Stimulator PMA behandelt.
PMA ist ein Phorbolester. Phorbolester sind starke Stimulatoren der a-Sekretasen und somit
der APPsa-Sekretion. Dies konnte ebenfalls am verwendeten Zellsystem nach Zugabe von
PMA festgestellt werden. Der durch PMA erzeugte Anstieg der APPsa-Sekretion betrug das
Siebenfache der basalen Sekretion (Abbildung 46).

Die Behandlung der Zellen mit PMA fihrte alerdings zu einer Inhibierung der PACAP27-
induzierten APPsa -Sekretion um 33 % (Abbildung 46, Tabelle 12).
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Abbildung 46: Einflul3 von PK C-Inhibitoren und —Aktivatoren auf die von PACAP27 induzierte
Stimulation der APPsa-Sekretion.

Die Zellen fr die Inhibitorversuche wurden 30 min mit dem Inhibitor vorinkubiert. Die Endkonzentration betrug
fur den PACAP27-Liganden 300 nM, fur den Inhibitor Chelerythrin 5 uM und fir den Aktivator PMA 10 puM.
Uber dem Balkendiagramm (Doppelbestimmung, zwei unabhingige Experimente) ist ein typisches
Westernblotsignal (7,5%iges Polyacrylamidgel) abgebildet (1: basales APPsa, 2: 5 uM Chelerythrin, 3: 10 uM
PMA, 4. 300 nM PACAP27, 5: 300 nM PACAP27 und 5 uM Chelerythrin, 6: 300 nM PACAP27 und 10 uM
PMA).

3.10.3.3. Der Mitogen Aktivierte Protein Kinase-Weg

Der MAPK-Weg ist en weterer fur den PACI1-Rezeptor beschriebener
Signaltransduktionsweg [54]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul? des MAPK-
Inhibitors U0126 auf die APPsa-Sekretion untersucht. U0126 inhibiert selektiv die MAP-
Kinasen MEK-1 und MEK-2, indem es die Substrate (ATP und das Kinasesystem ERK) fur
diese Kinasen blockiert (vgl. Abbildung 49) [55]. Eine weitergehende Phosphorylierung von

Effektorsystemen wird somit unterbunden.
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Die HEKPACAPRRho-Zdlen wurden mit dem MAPK-Inhibitor U0126 inkubiert. Der basde

APPsa-Wert verringerte sich unter Einwirkung des MAPK-Inhibitors um 21 %. Der MAPK-
Inhibitor U0126 hat demnach einen inhibitorischen Einflu® auf die basade Sekretion des

APPsa (Abbildung 47). Es handelte sich dabel jedoch nicht um einen signifikanten Effekt (p
= 0,21). Die Behandlung der HEKPACAPRRho-Zellen mit dem MAPK-Inhibitor U0126

fuhrte zu einer 52%igen Inhibierung der PACAP27-vermittelten APPsa-Sekretion. Somit ist
die durch den PACAP27-Liganden stimulierte APPsa -Sekretion stark MAPK-abhangig.
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Abbildung 47: Einfluf3 eines M APK -Inhibitors auf die von PACAP27 induzierte Stimulation der APPsa-

Sekretion.
Die Zellen wurden wie im Material- und Methodenteil beschrieben behandelt und die Uberstande nach 4
Stunden gefdllt. Die Zellen fur die Inhibitorversuche wurden 30 min mit dem Inhibitor vorinkubiert. Die
Endkonzentration betrug fiir den PACAP27-Liganden 300 nM und furr den MAPK-Inhibitor U0126 50 uM. Uber
dem Balkendiagramm ist ein typisches Westernblotsignal abgebildet (1: basales APPsa, 2: MAPK-Inhibitor
U0126, 3: PACAP27-Ligand, 4: PACAP27-Ligand und MAPK-Inhibitor U0126). *p = 0,21; **p<0,005
(Student t-Test, SigmaPlot)
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle drei fur den PAC1-Rezeptor bekannten
Signaltransduktionswege (PKA, PKC, MAPK) eine Rolle bei der durch den PACAP27-
Liganden vermittelten Stimulation der APP-Prozessierung spielen. Die folgende Tabelle 12

fasst die Ergebnisse der Versuche zusammen.

APPsa (%)
konstitutiv PACAP27/PAC1-Rezeptor-
stimuliert
Anteil der Anteil der
Inhibitor/Aktivator Inhibierung Inhibierung
100% 100%

+PKA-Inhibitor
(H89)

89% + 16%

57% + 13%

43% + 13%

+PKA-Aktivator
(dbcAMP)

100% + 13%

107% + 18%

+ PKC-Inhibitor
(Chelerythrin)

113% + 11%

66% + 16%

34% + 16%

+ PK C-Aktivator
(PMA)

710% + 20%

7%+ 12%

33% + 12%

+MAPK-Inhibitor
(U0126)

79% + 19% 21%+ 19%

48% + 7%

52% + 7%

Tabelle 12: Die Beeinflussung des jewelligen Signaltransduktionsweges auf die APPsa -
Sekretion nach Stimulation der HEKPACAPRRho-Zellen mit dem PACAP27-Liganden

3.10.3.4. Genomische Effekte

Die Inhibierung der Proteinbiosynthese sollte zeigen, ob die mit dem PACAP27-Liganden

beobachteten Effekte auf die APPsa-Sekretion genomischer Natur waren. Fir diesen Zweck
wurden die HEKPACAPRRho-Zellen mit Cycloheximid behandelt. Cycloheximid ist ein
Inhibitor der Proteinbiosynthese auf der Ebene der RNA-Trandlation an zytosolischen

Ribosomen [56]. Die Proteinsynthese der Organellen inhibiert es dagegen nicht.
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Cycloheximid allein wirkt inhibitorisch auf die konstitutive APPsa -Sekretion. Die Menge des
APPsa im Medium der mit Cycloheximid behandelten Zellen war um 30 % gegeniiber dem
APPsa-Basalwert verringert (Abbildung 48, Tabelle 13). Cycloheximid besass also einen
Einfluss auf die konstitutive APPsa -Sekretion. Der durch PACAP27 beobachtete Anstieg der
APPsa -Sekretion wurde in Anwesenheit von Cycloheximid um 60 % reduziert (Abbildung
48, Tabelle 13).
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Abbildung 48: Einfluf3 von Cycloheximid auf die von PACAP27 induzierte Stimulation der APPsa-

Sekretion.
Die Zellen fur die Inhibitorversuche wurden 30 min mit dem Inhibitor vorinkubiert. Die Endkonzentration betrug

fur den PACAP27-Liganden 300 nM und fiir den Inhibitor Cycloheximid 1 uM. Uber dem Balkendiagramm ist
ein typisches Westernblotsignal dargestellt (1: basales APPsa, 2: 1 uM Cycloheximid, 3: 300 nM PACAP27, 4.
300 nM PACAP27 und 1 pM Cycloheximid). **p<0,05; ***p<0,005 (Student t-Test, SigmaPlot)
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Die Ergebnisse des Einflusses von Cycloheximid auf die von PACAP27 induzierte APPsa -

Sekretion wurde nochmals in folgender Tabelle 13 zusammengefasst.

APPsa (%)
konstitutiv PACAP27/PAC1-Rezeptor-stimuliert
Anteil der Anteil der
Inhibitor Inhibierung Inhibierung
100% 100%
Cycloheximid 67%+ 2% 33% + 2% 40% + 12% 60% + 12%

Tabelle 13: Zusammenfassung der durch Cycloheximid detektierten Effekte auf die
durch PACAP27-ver mittelte APPsa -Sekretion.

Ob die durch Cycloheximid beobachtete starke Inhibierung der durch PACAP27 vermittelten
APPsa-Sekretion wirklich genomisch bedingt oder auf die durch Cycloheximid verursachte

verminderte Bereitstellung von Enzymen oder Proteinen zurtickzufiihren ist, konnte anhand

des durchgefihrten Experimentes nicht sicher beantwortet werden. Hierflr

wadren

Untersuchungen nétig, die die Expression der a-Sekretasen und des APP-Holoproteins Uber

den gesamten Versuchszeitraum von vier Stunden verfolgen.
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4. DISSKUSION

4.1. Die Expression des PAC1-Rezeptors

Im Rahmen dieser Arbeit wurden der Ratten-PAC1-Rezeptor in drei eukaryontische
Expressionssysteme  transformiert; in  das  Drosophila-Expressionssystem,  in
suspensionsadaptierte HEK-Zellen und in das Baculovirus-Expressionssystem. In allen drei
Systemen konnte bindungsfahiger Rezeptor nachgewiesen werden.

Der PAC1-Rezeptor konnte mit dem Drosophila-Expressionssystem nicht Gberexprimiert
werden (dhnliche Rezeptordichte wie in der Schweinegehirnmembran, ca. 2 pmol/mg). Im
Gegensatz dazu wurde der Glucagon-Rezeptor, der ebenfalls der VIP/Secretin-Familie
angehdrt, in hohem Mal3e in Drosophila Schneider 2-Zellen (250 pmol/mg) Uberexprimiert
[33].

In suspensionsadaptierten HEK-Zellen konnte der PAC1-Rezeptor vierfach Uberexprimiert
werden (8,6 pmol/mg). Fur den verwendeten pcDNA3-Vektor liegt die erreichte
Rezeptordichte im Ublichen rahmen. Fir eine Isolation des Rezeptors wurde diese
Rezeptordichte in der HEKPACAPRRho-Zellmembran jedoch als zu gering angesehen. Um
hohere Expressionsraten zu erreichen, wurde bel Reeves et al. mit suspensionsadaptierten
HEK-Zellen und einem anderen Expressionsvektor (pPACH) gearbeitet. Dadurch konnte das
Rhodopsin in grofen Mengen Uberexprimiert und aus den Zellmembranen isoliert werden
[32].

Die hochste Expression des PAC1-Rezeptors wurde mit dem Baculovirussystem in S21-
Zellen erzielt. Eine detektierte Rezeptordichte von 40 pmol/mg entspricht der zwanzigfachen
Rezeptordichte der Schweinegehirnmembran. Die von Ohtaki et al. erzielte Expressionsdichte
des menschlichen PAC1-Rezeptors in S9-Zellmembranen von 82,6 pmol/mg konnte nicht
erreicht werden. Trotz der Verwendung von S21-Zellen, fur die die Fahigkeit der verstarkten
Proteinexpression beschrieben wurde. $9-Zellen dagegen werden meist nur  zur
Virusamplifikation eingesetzt. Die Grunde fur die relativ geringe Expressionsrate des PAC1-
Rezeptors konnen, wie folgend dargelegt, vielfaltig sein.

Die Homologieidentitdt zwischen dem von Ohtaki verwendeten menschlichem PAC1-
Rezeptor und dem der Ratte betrugen 94 %, ein Sequenzeinflul? auf die Expressionsausbeute
wird dementsprechend ausgeschlossen. Nicht nachvollziehbar war jedoch der von Ohtaki
beschriebene Einsatz von nur 0,037 pg Membran pro 100 pl Bindungstestansatz. Aus eigenen
Erfahrungen blieb aufgrund der hydrophoben Eigenschaften des fur die Durchfihrung der
Bindungstests eingesetzten iodierten PACAP27-Liganden eine grof3e Menge des Liganden an
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den Filtern der Filtrationseinheit haften. Desweiteren war die Verdinnung der Membran so
grol3, dass einzelne Membranpartikel aus der Suspension zu weiteren fehlerhaften Werten
fuhrten. Membranmengen unter 1 pg pro 100 pl Bindungstestansatz lieferten bei hier
durchgeftihrten Versuchen keine sinnvollen Ergebnisse.

Bel eigenen Bindungsstudien mit iodierten Liganden fiel auf, dass es aufgrund der niedrigen
Arbeitskonzentration schwer war, die Bedingungen der Cheng-Prussoff-Gleichung zu
erfullen. Dies fuhrte ebenfalls zu unkorrekten Ergebnissen. Deshalb wurde die Synthese eines
tritiierten Liganden in Angriff genommen, der in héheren Konzentrationen einsetzbar ist
(synthesebedingt) und somit gerade bei Membranen mit stark exprimierten Rezeptorproteinen
die erforderlichen Bedingungen erfillen kann. In der Schweinegehirnmembran konnte mit
dem tritiierten Liganden eine PA C1-Rezeptordichte von 2 pmol/mg detektiert werden. Fir die
Durchfhrung dieses Séttigungstestes mussten viele Versuche zur Findung des optimalen
Bindungspuffers durchgefihrt werden. Leider wurde festgestellt, dass diese Bedingungen
nicht fir die SF21PACAPRRho-Membranen geeignet waren. Es scheint jedoch, dass der in
dieser Arbeit synthetisierte Ligand mit dem Einsatz des optimalen Bindungspuffers fir die
Anwendung in Bindungstestsstudien geeignet wére.

Fur die Durchfihrung von Bindungsstudien war, wie schon fir den tritiierten Liganden
erwahnt, die Zusammensetzung des Bindungspuffers von Bedeutung. Die Verwendung von
Digitonin im Bindungspuffer flhrte bei Othaki zur Verdopplung der Rezeptordichte in der
Sf9-Zellmembran. Er fuhrt dies auf eine Stabilisierung des PAC1-Rezeptors und damit auf
einen Aktivitdétsgewinn zurlick. In dieser Arbeit war Digitonin standardméldig im
Bindungspuffer enthalten, da dieses Detergenz in der Lage ist, GPCR zu stabilisieren [57].
Der Verzicht von Digitonin im Bindungspuffer fihrte bel Bindungstests mit der
S21PACAPRRho-Membran jedoch nicht zu einer signifikanten Verschlechterung der
Rezeptordichte. Ursache dafur kann die stabilisierende Wirkung der noch vorhandenen
Zellmembran sein. Am Rezeptorsolubilisat wurden diese Versuche nicht wiederholt.

Ein weiterer Grund fur die unterschiedlichen Expressionsraten von GPCR in Insektenzellen
kann in der Struktur der verwendeten cDNA liegen. Eine Veranderung des DNA-Konstruktes
in der Nahe des Initiationscodons oder in der 5-untrandatierten Region kann zu einer
verbesserten Expression fuhren [28]. In dieser Arbeit wurden jedoch in das Vektorkonstrukt
keine Verdnderungen in der Promoterregion durchgeftihrt bzw. kein regulatorisch wirkender
untranglatierter Bereich eingefihrt.

Die aufgefihrten Beispiele zeigen, dass ein gut funktionierendes Expressionssystem nicht von

einem Rezeptorprotein auf ein anderes Ubertragbar sind. Ein optimales Expressionssystem
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muf3 fir jeden Rezeptor neu entwickelt und bestméglich gestaltet werden. Die Vorraussetzung
fur die Detektion hoher Expressionsraten ist ein gut funktionierendes Bindungstestsystem.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der PAC1-Rezeptor in Sf21-Zellen nur leicht
glykosiliert wurde. Das Molekulargewicht des exprimierten PAC1-Rezeptors aus den -,
S21-Insektenzellen und den HEK-Zellen unterschied sich um 5 kDa Fir die
Insektenzellmembranen (21 und S2) konnte ein Molekulargewicht des PAC1-Rezeptors von
55 kDa detektiert werden. Aufféllig war jedoch die hohe Heterogenitdt im S21-Zellsystem. In
der HEK-Zellmembran wurde der PAC1-Rezeptor mit einem Molekulargewicht von ca. 60
kDa nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse lieferte Ohataki, der in CHO-Zellen einen um 4 kDa
hoher glykosilierten PAC1-Rezeptor asin Sf9-Zellen detektierte [44]. Im algemeinen sind
Rezeptoren in Saugerzellsystemen hoher glykosiliert als in Insektenzellsystemen.

Fir den homogen aus Sf9-Zellen gereinigten PAC1-Rezeptor ermittelte Ohtaki nach einem
PNGaseF-Verdau eine Molekulargewichtsverschiebung des PAC1-Rezeptors um 5 kDa zu
einem Molekulargewicht von 43 kDa. Eine Molekulargewichtsverschiebung um 3 kDa auf 52
kDa wurde fur den hier photoreaktiv markierten und deglykosilierten PAC1-Rezeptor nach
einem PNGaseF-Verdau gefunden. Der Unterschied der Molekulargewichte von 10 kDa wird
auf die Verwendung verschiedener Konstrukte zurtickgeftihrt.

Weliterhin wurde festgestellt, dass der PAC1-Rezeptor in S21-Zellen nur an einer der drei
potentiellen Glykosilierungsstellen im N-Terminus glykosiliert wurde (vgl. folgende
Disskusion). Die potentiellen Glykosilierungsstellen in der zweiten und dritten extrazelluléren
Schleife wurden nicht glykosiliert.

Der von Cao in COS-Zellen exprimierte und photoreaktiv markierte PAC1-Rezeptor wies ein
Molekulargewicht von 58 kDa auf. Nach der Deglykoslierung verminderte sich das
Molekulargewicht auf 54 kDa [36]. Dies stimmt mit dem in dieser Arbeit gefundenem
deglykosiliertem Molekulargewicht des PAC1-Rezeptors von 52 kDa (Verwendung gleicher
cDNA) gut Uberein.

Die Glykosilierung a's posttrand ationale Modifikation kann neben dem effizientem Transport
und dem Einbau von Rezeptoren in die Membran auch einen Einflu? auf die Rezeptor-
Ligand-Erkennung haben. Fir den in Sf9-Zellen exprimierten LH-Rezeptor wurde mit dem
Verlust von Glykosilierungsstellen auch ein Verlust an Bindungsfahigkeit beobachtet [58].
Der Aktivitétsverlust wurde auf die unvollsténdige Bildung einer Hormonbindungsdoméne
zurlckgefuhrt. Dagegen wurde fur den in COS-Zellen exprimierten VIP-Rezeptor

beschrieben, dass fehlende Glykosilierungsstellen zwar zu einem verringerten Transport an
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die Zeloberflache fuhrten, der aus dem Zytosol solubilisierte Rezeptor jedoch voll
bindungsfahig war [59]. Ein Einfluss des Expressionssystems auf die Funktionalitét des
PAC1-Rezeptors konnte hier gezeigt werden. So war die Expressionsrate des gesamten
PAC1-Rezeptorproteinsin S21-Zellen viel hdher ds in den HEKPACAPRRho-Zéllen, in der
Membran der SF21PACAPRRho-Zellen wurde aber nur eine finffach hdhere Expressionsrate
des bindungsfahigen Rezeptors detektiert. Demnach wurde in den S21-Zellen ein Grofteil
des Rezeptors nicht von seinem Liganden erkannt. Ob dafur die diskutierte geringe
Glykosilierung des Rezeptors oder andere Griinde in Frage kommen, muss noch geklart
werden.

Wichtig fUr den Transport von Rezeptoren an die Zelloberflache ist die Signalsequenz. Fir
den PAC1-Rezeptor umfasst sie die ersten zwanzig Aminosauren des N-Terminus. Das
Fehlen der Signalsequenz im reifen PAC1-Rezeptor wurde in Sf9-Zellen und in COS-Zellen
beobachtet [44],[60]. Auch fur weitere Rezeptoren der VIP/Glucagon/Secretin-Familie wurde
diese Abspaltung beschrieben [61]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Abspaltung der
Signalsequenz in Sf21-Zellen nicht bestétigt werden, da das PAC1-Rezeptorprotein Gber das
dem Signal peptid vorgel agerte myc-Epitop mittels Westernbl otanal ytik nachweisbar war.

Ein generelles Fehlen der Signalsequenz fur den PACI1-Rezeptor wurde mit fehlenden
Glykosilierungsmustern und einer verminderten Transportrate des PAC1-Rezeptors an die
Zelloberflache von COS7-Zellen beschrieben [62]. Ferner wurde fur den in Sf9-Zellen
exprimierten PAC1-Rezeptor ein niedrigerer affiner Zustand sowie der Verlust der Kopplung
an G-Proteine im Gegensatz zu in CHO-Zellen exprimierten PAC1-Rezeptor beobachtet [44].
Khorana favoriserte deshalb die Expresson von Rezeptoren zum Zweck der
Funktionalitétsstudien in Saugerzellsystemen (z.B. suspensionsadaptierte HEK-Zellen), da nur
dort die posttrans ationale Prozessierung vollstandig ablauft [32].

Neuste Studien weisen darauf hin, dass die Oligomerisierung von GPCR eine weitere Rolle
fUr deren Funktionalitat spielen kann [63]. Neben der pharmakologischen Wirkung wurde der
Oligomerisierung auch ein Chaperon-dhnlicher Effekt zugesprochen. So kann das Auftreten
einer weiteren Proteinbande im Westernblot der SfOPACAPRRho-Zellmembran mit einem
Molekulargewicht von ca. 120 kDA auf ein PAC1-Rezeptordimer hinweisen. Neben fir die
Aktivierung des jeweiligen Rezeptors bendtigten Rezeptoroligomeren [64] kann es sich
jedoch auch um einen bei der Membranpréparationen entstandenen Artefakt handeln. Jedoch
impliziert die in den $21-Zellen hohe heterogene Expression des PACI1-Rezeptors mit
geringem Glykosilierungsgrad eine hohe Hydrophobizitét, und somit ist eine artifizielle

Dimerbildung wahrscheinlicher.
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4.2. Die Reinigung des PAC1-Rezeptors

Fur die Anreicherung des PAC1-Rezeptor aus der praparierten Sf21PACAPRRho-Membran
wurde der Rezeptor zuerst solubilisiert und anschlief3end einer
Antikorperaffinitétsschromatographie  sowie  einer  Ligandenaffinitatschromatographie
unterzogen.

Fur die Solubilisationsausbeute und die Funktionalitdt des solubilisierten PAC1-Rezeptors
spielte das verwendete Detergenz eine tragende Rolle. Obwohl beide verwendeten
Detergenzien (Dodecylmaltosid und Digitonin) nicht-ionische Detergenzien und somit
dhnliche Eigenschaften (schonende Detergenzien) haben, wurde festgestellt, dass mit
Dodecylmaltosid mehr Rezeptorprotein aus der S21PACAPRRho-Membran solubilisiert
werden konnte. So war Dodecylmaltosid as Detergenz in der Lage, das Rezeptorprotein im
Solubilisat anzureichern. Trotz der erhdhten Ausbeute an gesamten Rezeptorprotein im
Dodecylmaltosidsolubilisat  wurde im Digitoninsolubilisat eine hohere Dichte an
funktionellem Rezeptor detektiert. Durch Digitonin konnte die Struktur des solubilisierten
Rezeptors also nachhaltiger stabilisiert werden as mit Dodecylmaltosid.

Es wurde dennoch ein Verlust der Rezeptordichte im Digitoninsolubilisat (18 pmol/mg) im
Vergleich zur SF21PACAPRRho-Membran (40 pmol/mg) beobachtet. Dieser Effekt kann mit
einer hohen Rezeptorempfindlichkeit sowie einer geringen Rezeptorstabilitédt und dem daraus
resultierenden Verlust an Ligandenbindung erklart werden. Ohtaki dagegen konnte durch die
Solubiliserung mit Digitonin eine zweifache Anreicherung des funktionellen PAC1-
Rezeptors aus den S9-Insektenzellmembranen erzielen.

Die Stabilitdt des hier funktionell solubilisierten PAC1-Rezeptors war so gering, dass eine
praparative Solubilisierung und die Aufbewahrung des funktionellen Rezeptorsolubilisates in

seiner funktionellen Form nicht moglich waren.

Die Anreicherung des PAC1-Rezeptors erfolgte Uber Antikorperaffinitétschromatographie.
Darum ist das Verhaten des Epitops (C-terminales Rho-Epitop, entsprach den letzten 15 C-
terminalen Aminosduren des Rhodopsins) gegen seinem Antikérper (monoklonaler 1D4-
Antikorper) in dem jeweilig verwendeten Puffersystem von Bedeutung. Es wurde
beschrieben, dass die Funktionalitdt des Rho-Epitops und des 1D4-Antikorpers durch die
Wahl des Detergenzes beeinfluf3bar ist [43]. Nach einem personlichen Protokoll von Prof. J.
Khorana besitzt Dodecylmaltosid einen positiven Einflul auf die Wechselwirkung zwischen

dem Rho-Epitop und dem 1D4-Antikorper. Wie hier gezeigt wurde, verliefen neben der
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Antikorperaffinitdtschromatographie mit Dodecylmaltosid auch die mit Digitonin quantitativ.
Alle Rho-markierten Proteine wurden in beiden Puffersystemen aus dem Solubilisat entfernt.
Demnach war fur die spezifische Erkennung zwischen dem Rho-Epitop und dem 1D4-
Antikorper, auf der die Antikorperaffinitdtschromatographie beruht, auch Digitonin als
Detergenz geeignet.

Die Antikorperaffinitétschromatographie des PAC1-Rezeptors aus dem Digitoninsolubilisiat
(18 pmol/mg) ergab mit einer Rezeptordichte von 202 pmol/mg eine 11fache Anreicherung.
Unter Berlicksichtigung der Rezeptordichte in der SS221PACAPRRho-Membran (40 pmol/mg)
ergab sich eine 4fache Konzentrierung. Die geringen Anreicherungsfaktoren wurden auf einen
hohen Verlust der Rezeptorfunktionalitét wahrend der Solubilisierungsprozedur und die
geringe Langzeitstabilitdt des PAC1-Rezeptors zuriickgefihrt. Die geringe Langzeitstabilitét
und Denaturierungserscheinungen wurden auch dafir verantwortlich gemacht, dass nach der
Ligandenaffinitatschromatographie kein funktioneller PAC1-Rezeptor detektiert werden
konnte. Denkbar wéare noch das Auftreten eines niederaffinien Rezeptors nach diesem
Reinigungsschritt, der durch die photoreaktive Markierung nicht nachweisbar war. Diese
Befunden unterstreichen wiederum die grof3e Empfindlichkeit des PAC1-Rezeptors.

Neben der Denaturierung wurde auch die Degradation des PAC1-Rezeptors fir den geringen
Anreicherungsfaktor an funktionellem Protein verantwortlich gemacht. Die PAC1-Rezeptor-
Degradation in den SF21PACAPRRho-Membranen wurde mittels Westernblot festgestellt.
Obwohl die Lagerung der Membranen bei —80°C in einem Aufbewahrungspuffer mit
Proteaseinhibitoren  erfolgte.  Die bei der Degradation N-termina  verkirzten
Rezeptorfragmente  konnen an die Antikorpermatrix binden. Sie zeigen jedoch in
Bindungstests und wahrend der photoreaktiven Markierung keine funktionelle Aktivitét mehr.
Die Degradation von Uberexprimierten Membranproteinen kann bis zum vollsténdigen
Verlust der Funktionalitdt fuhren. Bei Membranen aus natirlichem gewonnenen Materia
erfolgt dies nicht in diesem Umfang. So ist die Rezeptordichte des PAC1-Rezeptors in der
préparierten Schweinegehirnmembran tber Jahre relativ konstant.

Wie oben kurz erwdhnt wurde, konnte nach der Ligandenaffinitdtschromatographie kein
funktioneller PAC1-Rezeptor detektiert werden, obwohl ein hochaffiner biotinylierter
PACAP-Ligand (3.1.1.) zur Verflgung stand. Mittels Westernblotanalyse konnte jedoch
gezeigt werden, dass der PACI1-Rezeptor Uber den biotinylierten Liganden an die
Streptavidinmatrix gebunden wurde. Der geringe Antell des gebundenen PAC1-Rezeptors
sprach fur eine niedrige Konzentration an funktionellem PAC1-Rezeptor im Eluat der

Antikorperaffinitdtschromatographie. Durch die Elution in saurem Milieu wurde die Struktur
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des Rezeptorproteins soweit verdndert, dass durch Detektionsmethoden mit hochaffinen
Liganden kein Nachwels eines funktionellen Rezeptors mehr moglich war. Eine
Denaturierung des PACI1-Rezeptors wahrend der Elution ist wahrscheinlich. Anderen
Gruppen dagegen gelang die funktionelle Elution des Rezeptors von der Biotinmatrix [35].
Durch den auftretenden Funktionalitétsverlust wéhrend der Solubilisierung und die geringe
Stabilitdt des PACl-Rezeptors erfolgte die Anreicherung des PACI1-Rezeptors nur im
analytischen Malistab. Es musste festgestellt werden, dass sich eine funktionelle Reinigung
des PAC1-Rezeptors in grofierem Massstab als auferst problematisch erweist.

Die allgemein auftretenden Schwierigkeiten der Uberexpression und funktionellen Reinigung
von Rezeptorproteinen aus eukaryontischen Systemen legte die Idee nahe, prokaryontische
Systeme wie E.coli fir die Uberexpresson von Rezeptoren oder Rezeptorfragmenten zu
nutzen ([65],[66]). Der Vorteil dieser Methode beruht auf der relativ schnellen Bereitstellung
von sauberem Rezeptormaterial. So konnte der PAC1-Rezeptor in dieser Arbeit aus Inclusion
bodies solubilisiert und Uber Nickelchelatchromatographie gereinigt werden. Durch fehlende
Prozesserungsmechanismen in  Bakterien und die folgende  denaturierende
Reinigungsprozedur lag das Rezeptorprotein in einer unfunktioneller Form vor. Fur die
Erlangung seiner Funktionalitét muss es richtig gefaltet werden. Die Findung der optimalen
Rickfaltungsbedingungen ist sehr zeitaufwendig und konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbelt nicht bearbeitet werden. Zur Zeit wird von Dr. H. Kiefer (m-phasys, Tubingen) an den
Rickfaltungsbedingungen fir den PAC1-Rezeptor gearbeitet.

Allgemein werden verstéarkt Anstrengungen unternommen, die GPCR in Bakterien zu
exprimieren und unter optimalen Rickfaltungsbedingungen funktionelle Rezeptorproteine zu
erhalten ([67],[68]).

4.3. Der Proteolytischer Verdau des PAC1-Rezeptors

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine grobe Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle im
PAC1-Rezeptor erstmals durch die Methode der direkten photoreaktiven Markierung und der
proteolytischen Fragmentierung des Rezeptors vorgenommen. Es wurde gefunden, dass der
N-Terminus und eventuell der erste extrazellulare Loop des PACL-Rezeptors an der
Ligandenbindung beteiligt sind. Fir den zweiten und dritten extrazelluldren Loop konnte eine

Beteiligung an der Bindung des Liganden ausgeschlossen werden.
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Die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen ale bisher in der Literatur
beschriebenen Fakten, die durch andere Methoden fir die Ligandenbindung des PAC1-
Rezeptors gefunden wurde. So wurde aus dem Ligandenbindungsverhalten einer
VPAC2/PAC1-Rezeptorchimére eine alenige Betelligung des N-Terminus des PACI1-
Rezeptors an der Ligandenerkennung abgeleitet [69]. Die Bedeutung des N-Terminus fur die
Ligandenbindung wurde durch die Expression eines verkirzten PAC1-Rezeptors in COS-
Zellen unterstrichen. Der verkirzte PAC1-Rezeptor bestand aus seinem N-Terminus und der
ersten Transmembrandoméne und war in der Lage, den PACAP27-Liganden zu binden [2].
Da der verkirzte PAC1-Rezeptor seinen Liganden nur mit einer 20fach geringeren Affinitét
binden konnte als der vollstandige Rezeptor, kann eine Beteiligung des ersten extrazelluléren
Loops an der Ligandenerkennung jedoch nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich von
Bindungsstudien an Rezeptorchiméaren zeigte weiterhin, dass die erste extrazellulare
Membrandoméne des PAC1-Rezeptors nicht in dem Mal3e an der Ligandenerkennung
beteiligt ist wie bei anderen Rezeptoren der VIP-Secretin-Glucagon-Rezeptorfamilie [70]. So
konnte von Grauschopf et al. der N-Terminus des PTH-Rezeptors in E.colis Uberexprimierte,
aus Inclusion bodies gereinigt und funktionell gefatet werden. Es wurde gezeigt, dass der
verkirzte PTH-Rezeptor seinen PTH-Liganden mit einer um den Faktor 1000 schlechteren
Affinité gebunden hat. Als Ursache fir die schlechtere Affinitédt wurde hauptsichlich das
Fehlen von fir die Ligandbindung wichtigen weiteren Rezeptordomanen diskutiert [28].
Diese Ergebnis wird durch vorige Untersuchungen am PTH-Rezeptor unterstiitzt, wonach der
drittte extrazelluldre Loop an der Ligandenbindung beteiligt ist [71]. Fur die mit dem PACI1-
Rezeptor strukturell stark verwandten VPACL und VPAC2-Rezeptoren wurde anhand von
chiméren Rezeptoren ebenfals die Einbindung weiterer Rezeptordomanen in die
Ligandenbindung gezeigt ([72],[69]). Besonders von Lutz wurde darauf hingewiesen, dass flr
die VIP-PACAP-Rezeptoren hauptsachlich der N-Terminus und der erste extrazelluléare Loop,
fUr weitere Rezeptoren der Familie komplexere Erkennungsmechanismen nétig sind [73].

Eine weitere Methode bei der Identifikation der Ligandenbindungsstelle stellte das Einfiihren
von Epitopen in konkrete Bereiche des N-Terminus eines Rezeptors dar. Eine eindeutige
Zuordnung der radioaktiven Spatfragmente nach proteolytischem Verdau wére durch
Immunoprézipitationen maglich. So konnte fir den Secretinrezeptor durch das Einfligen eines
Hamagglutinin-Tags in den N-Terminus, durch photoreaktive Markierung des Rezeptors
sowie nachfolgendem proteolytischen Verdau mit anschlief3ender Immunoprézipitation die
Ligandenbindungsstelle auf ca. 20 Aminosauren im N-Terminus eingegrenzt werden [74].

Diese Strategie zur weiteren Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle ware fir den PAC1-
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Rezeptor ebenfalls denkbar. So ist fir den PAC1-Rezeptor bekannt, dass die Einflhrung eines
Hamagglutinin-Tags in den N-Terminus die Expression des Rezeptors nicht stort [75]. Zwar
existieren fur den PACIL-Rezeptor Antikorper gegen den N-Terminus, die fir eine
Immunoprazipitation geeignet wéren und das Einfligen von Tags ertbrigen wirde [30]. Diein
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Immunoprazipitation des photoreaktiv markierten
Rezeptors mit diesen Antikorpern fihrte jedoch zu solch schwachen Ausbeuten (Daten nicht
gezeigt), dass von einer weiteren Anwendung der Immunoprazi pitation abgesehen wurde.

Die hier gewonnen Erkenntnisse Uber die Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor beruhen
auf der Verwendung eines radioaktiven Liganden mit der photoreaktiven Gruppe an Position
6. Bel der Durchfihrung der photoreaktiven Markierung wére es aber denkbar, dass die
Markierung eines Rezeptors mit Liganden, deren photoreaktive Gruppen an verschiedenen
Positionen sitzen, nach der Proteolyse verschiedene radioaktive Spaltfragmente ergibt. Fir die
Ligandenbindung exisitiert die Vorstellung, dass sich der Ligand der Lange nach an den N-
Terminus und die extrazelluldren Rezeptordoménen anschmiegt. Er flgt sich sozusagen in
eine Bindungstasche ein [76]. Dabei wechselwirkt der N-terminale Teil des Liganden mit
anderen Rezeptorbereichen as der C-terminale Tell. Fir die photoreaktiven PACAP27-
Liganden wurden unterschiedlich starke Wechselwirkungen einzelner Aminosdurereste mit
der Bindungstasche des PAC1-Rezeptors demonstiert [36]. Der [Phe®’(pBz)]PACAP27-
Ligand besitzt eine schlechtere Affinitdt als der hier verwendete [Phe®(pBz)]PACAP27-
Ligand, im scheinbaren Gegensatz dazu aber eine bessere Photoaffinitétsausbeute. Der
[Phe®’(pBz,)]PACAP27-Ligand kénnte demnach héhere Wechselwirkungen mit den in der
Ligandenbindungstasche positionierten Aminosauren eingehen. Dem Phenylalaninrestes an
Position 22 des Liganden kann somit eine hthere Bedeutung bel der Ligandenbindung
zugesprochen werden as dem  Phenylaaninrest an  Position 6.  Durch
Ligandenbindungsstudien an Rezeptorchiméren konnte auch fir die Position 16 des PACAP-
Liganden eine Interaktion mit dem N-Terminus des PAC1-Rezeptors gezeigt werden [77]. Fir
die engere Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor wére es also denkbar,
weitere photoreaktive Markierungen des PACIL-Rezeptors mit anderen photoreaktiven
Liganden durchzufihren. Eine anschlief3ende proteolytische Spaltung koénnte eventuell

Aufschluss Uber die Positionierung des Liganden im N-Terminus des Rezeptors geben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals partiell gereinigter PAC1-Rezeptor phototreaktiv
markiert und durch proteinchemische Methoden die Ligandenbindungsstelle eingegrenzt. Die

Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle auf den N-Terminus und eventuell auf den ersten
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extrazelluléaren Loop des PAC1-Rezeptors unterstiitzt den Befund der enormen Wichtigkeit

dieser Doménen fur die Ligandenerkennung in dieser Rezeptorfamilie.

4.4. Die Ligandenstimulation des PAC1-Rezeptors und die APPsa-Sekretion

In dieser Arbeit konnte erstmals ein Einfluss des PAC1-Rezeptors auf die APP-Prozessierung
beschrieben werden. Dieser Einfluss wurde durch die Sekretion des APPsa in den
Zellkulturiberstand von HEKPACAPRRho-Zelen verfolgt. Das gut lodiche APPsa-
Fragment entsteht durch die Einwirkung von a-Sekretasen auf APP. Drel Enzyme gelten im
Moment als a-Sekretase-Kandidaten: das TNF-a-Converting-Enzym (TACE oder ADAM17
[74], ADAM9 [78] und ADAM10 (79],[80]). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals
gezeigt, dass nach Stimulation des PAC1-Rezeptors mit dem PACAP27- sowie dem
PACAP38-Liganden die Sekretion des APPsa ins Zellkulturmedium von HEKPACAPRRho-
Zellen zunahm.

Die Aktivierung des PACl1-Rezeptors fuhrt zur Stimulation  verschiedenster
Signaltransduktionswege. In der Literatur gut beschrieben sind die Aktivierung der
Proteinkinase A Uber die Adenylatzyklase [4], der Proteinkinase C tber die Phospholipase C
([4],[81]) und der MAP-Kinasen [54]. Die Stimulation dieser Signaltransduktionswege durch
den PAC1-Rezeptor und der daraus resultierende Einfluss auf die APP-Prozessierung wurde
untersucht.

Die Proteinkinase A (PKA) wird durch das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP)
aktiviert. Das cCAMP entsteht durch eine Zyklisierungsreaktion aus ATP, die von der
Adenylatzyklase katalysiert wird. Als Proteinkinase A-Stimulator wurde in dieser Arbeit
dbcAMP verwendet. Es interagiert wie CAMP mit der Proteinkinase A. Im Gegensatz zu
cAMP ist dbcAMP jedoch stabiler gegen den Angriff von Phosphodieesterasen und damit ein
langerer Stimulator der Proteinkinase A. Neben einem Proteinkinase A-Aktivator kam auch
der Proteinkinase A-Inhibitor H89 zum Einsatz. H89 ist ein potenter und selektiver Inhibitor
der Proteinkinase A, indem er das von der Proteinkinase A bendtigte ATP kompetetiv
verdrangt [53]. Fir das HEKPACAPRRho-Zellsystem konnte gezeigt werden, dass die
Proteinkinase A keinen Einfluss auf die konstitutive Aktivitéat der a -Sekretasen besass.

Der Einfluss von Proteinkinase A-Stimulatoren auf die konstitutive Aktivitét der a-Sekretasen
wurde in der Literatur kontrovers diskutiert. So existieren Arbeiten, die ebenfals wie in der

vorliegenden Arbeit nach Stimulation der Proteinkinase A keine Anderung der APPsa-
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Konzentration im Zellkulturiberstand beobachtet haben [82]. Andere wiederum beschreiben
eine Abnahme [83] oder Zunahme [84] der konstitutiven APPsa -Produktion nach Stimulation
der Proteinkinase A.

Der Proteinkinase A-Aktivator docAMP besass keinen Einfluss auf die durch PACAP27-
vermittelte APPsa-Sekretion. Fir den metabotropen Glutamatrezeptor wurde ein
gegenteiliger Effekt beobachtet [85]. Wie der PAC1-Rezeptor aktiviert der metabotische
Glutamatrezeptor die Proteinkinase A- und Proteinkinase C-Kaskade. Der durch die
Ligandenstimulation des metabotropen Glutamatrezeptors beobachtete Anstieg der APPsa-
Sekretion in Astrozyten wurde in Anwesenheit von dbcAMP oder Forskolin, einem weiteren
Proteinkinase A-Aktivator, vollstdndig unterdriickt. Es konnen demzufolge fur den PAC1-
Rezeptor und den metabotropen Glutamatrezeptor verschiedene Regulationmechanismen fur
die Stimulation der a-Sekretasen, auch in Abhangigkeit der verwendeten Zelllinie, in Betracht
kommen.

Anders verhielt es sich mit dem Proteinkinase A-Inhibitor H89. Hier wurde eine 43%ige
Inhibierung des stimulatorischen PACAP27-Effektes auf die APPsa -Sekretion beobachtet. Es
konnte somit eine Beteiligung der Proteinkinase A an der durch den PACI1-Rezeptor

vermittelten regulatorischen APP-Prozessieung festgestellt werden.

Die nur tellweise erzielte Inhibierung der a-Sekretaseaktivitat durch den PKA-Inhibitor weist
auf noch weitere Signaltransduktionswege hin, deren Aktivierung Uber den PACAP27-
Liganden durch den PACI1-Rezeptor zur Steigerung der APPsa-Sekretion fuhren. Der
Einfluss der Proteinkinase C auf die APP-Prozesserung wurde as welterer
Signaltransduktionsweg untersucht.

Die Aktivierung der PKC erfolgt Uber die Stimulation der Phospholipase C. Die
Phospholipase C fihrt zur Spaltung von Phosphatidyl-inosit-4,5-bisphosphat.  Als
Spaltprodukte entstehen Diacylglycerol und Inositoltrisphosphat.  Inositoltrisphosphat
induziert den Einstrom von Kalziumionen aus intrazellularen Kalziumspeichern oder dem
Extrazelluléarraum. Die Kaziumionen und das Diacylglycerol aktivieren die Proteinkinase C.
Die Aktivierung der PKC fuhrt nicht zur direkten Phosphorylierung des APP, sondern
verdndert die Sekretaseaktivitdten und den APP-Transport in der Zelle [86]. Weiterhin wurde
eine Transokation der PKC vom Zytosol zur Membran beobachtet [87].

Fir den spezifischen PKC-Inhibitor Chelerythrin wurde kein Einfluss auf die konstitutive

Aktivitdt der a-Sekretasen beobachtet. Chelerythrin fihrte jedoch zu einer 35%igen
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Inhibierung der PAC1-vermittelten APPsa -Sekretion ins Medium. Das zeigte, dass die durch
den PAC1-Rezeptor ermittelte Stimulation der APPsa -Sekretion auch PK C-abhéngig war.
Eine von Kaziumionen und Diacylglycerol unabhangige Stimulation der PKC erfolgt Uber
Phorbolester. Phorbolester stimulieren die PKC durch direkte Interaktion. Der direkte
stimulatorische Effekt des Phorbolesters PMA auf die APP-Prozessierung und die damit
verbundene erhohte APPsa -Sekretion wurde in der Literatur fir verschiedenste Zellsysteme
einheitlich beschrieben [23]. In der vorliegenden Arbeit fihrte PMA ebenfals zu einem
starken Anstieg der APPsa-Konzentration (siebenfach gegeniber der basaen APPsa-
Sekretion) und besass demnach auch im HEKPACAPRRho-Zelsystem einen stark
aktivierenden Effekt auf die konstitutive Aktivitét der a-Sekretasen.

Mit PMA wurde eine Inhibierung des durch PACAP27-induzierten Effektes auf die APPsa-
Sekretion um 33 % beobachtet. Weiterhin wurde durch den PACAP27-Liganden auch eine
Reduzierung des PMA-Effektes ermittelt. Es scheint somit ein wechselseitiger regulatorischer
Zusammenhang zwischen PMA und der PAC1-Rezeptor-Aktivierung in bezug auf die a-
Sekretasestimulation zu existieren.

Die hier beobachtete Inhibierung des durch PMA vermittelten stimulatorischen Effektes der
a-Sekretaseaktivitat wurde auch fur den [3-adrenergen Rezeptor beschrieben. Sein Einfluss
auf die konstitutive APPsa-Sekretion ist bisher noch nicht untersucht worden. Seine
Aktivierung fuhrte jedoch Uber die Stimulation der Adenylatzyklase zur Inhibierung der durch
PMA vermittelten Anhebung der APPsa-Sekretion [83]. Gleichzeitig und im Gegensatz dazu
wurde eine erhohte Transkription der APP-DNA beobachtet [85]. Der Anstieg der
APPmMRNA und die beobachtete Inhibierung des PMA-Effektes konnten fir den (3-adrenergen
Rezeptor nicht erklart werden. Da jedoch der Einfluss von cAMP auf die Aktivitat der
Proteinkinase C beschrieben wurde [88], kann von einem wechselseitigen Mechanismus
ausgegangen werden. Auch fir den PAC1-Rezeptor kann solch ein wechselseitiger Einflussin
Betracht gezogen werden. Allerding sollte hier berlicksichtigt werden, dass eine Involvierung
der Proteinkinase A in die durch PACAP27-vermittelte a-Sekretaseaktivierung beobachtet
wurde.

Auch die Entschlisselung des genomischen Einflusses des PAC1-Rezeptors auf die APP-
Prozessierung ist erforderlich. In dieser Arbeit konnte zwar eine starke Inhibierung der
PACAP27-vermittelten APPsa-Sekretion durch Cycloheximid festgestellt werden (um 60 %).
Diese Beobachtung muss jedoch auf der Protein- und der mRNA-Ebene fur das Holo-APP

und fur die a-Sekreasen Uberprift werden.
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Anhand der beschriebenen Versuche konnte gezeigt werden, dass die PAC1l-vermittelte
Aktivierung der APPsa-Sekretion in den HEKPACAPRRho-Zellen sowohl PKA- als auch
PK C-abhangig war. Die durch PMA erfolgte Stimulation der APPsa-Sekretion war teillweise
durch die Stimulation des PAC1-Rezeptors inhibierbar. Dieser Effekt beruhte bel anderen
Rezeptoren auf der Aktivierung der Adenylatzyklase, fir den PAC1-Rezeptor muss der dafur
verantwortliche Mechanismus noch weiter untersucht werden.

Uber den genauen Wirkmechanismus, der zur Aktivierung der APP-Prozessierung fihrt, ist
noch nichts bekannt. Eine Beteiligung von Proteinkinasen gilt jedoch als sicher, wie auch hier
gezeigt werden konnte. Proteinkinasen sind durch die Phosphorylierung von Proteinen an der
katabolischen Prozessierung des APP beteiligt. Neben dem Einfluss der PKA und der PKC
wurde auch eine Betelligung der mitogen aktivierten Proteinkinase Kinase (MEK) und der
extrazelluldr Signal-regulierten Proteinkinase (ERK; auch MAP-Kinasen genannt) auf die
APP-Prozessierung beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die durch Phorbolester stimulierte
Aktivierung der APPsa-Sekretion durch die Inhibierung der MAP-Kinasen vollstéandig
unterdriickbar ist [89]. Die MAPK-Signaltransduktionskaskade kann durch den MAPK-
Inhibitor U0126 unterbrochen.

Der MAPK-Inhibitor UQ0126 fuhrte in der vorliegenden Arbeit zur Inhibierung der
konstitutiven a-Sekretase-Aktivitét um 21 % (nicht signifikant). Mit dem MAPK-Inhibitor
U0126 wurde eine Inhibierung der PACAP27-induzierten APPsa-Sekretion um 52 %
(signifikanter Wert) beobachtet. Den MAP-Kinasen kann also eine 50%ige Beteiligung am
durch PACAP27 beobachteten Effekt zugesprochen werden. Aus der Literatur ist bekannt,
dass die Aktivierung der PKA und der PKC zur Regulation der MAP-Kinasen fihrt [90].
Demnach muss es aber fur den PAC1-Rezeptor noch weitere, von der Stimulation der MAP-
Kinasen durch die PKA und PKC unabhangige Stimulationsmechanismen geben. Weitere

Experimente missen zur Klarung dieser Frage durchgefihrt werden.

Interessant im Zusammenhang mit den MAP-Kinasen ist die fur den PAC1-Rezeptor gezeigte
konzentrationsabhangige Aktivierung der MAP-Kinasen in Astrozyten unabhéangig von der
PKA und der PKC [54]. Dort wurde gezeigt, dass die Aktivierung der MAP-Kinasen durch
den PAC1-Rezeptor bei viel geringeren Ligandenkonzentrationen eintrat als die Stimulation
der Adenylatzyklase. In bezug auf die a-Sekretaseaktivierung durch den PAC1-Rezeptor
wirft das die Frage auf, ob der in Astrozyten beobachtete Effekt auch fir das
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HEKPACAPRRho-Z€llsystem gilt. In diesem Fall kdnnte der Einfluss der durch den PAC1-
Rezeptor stimulierten MAP-Kinase auf die a-Sekretaseaktivierung unabhangig von der PKA
und PKC-Aktivierung betrachtet werden. So konnte zum Beispiel die Inkubation der
HEKPACAPRRho-Z€llen gleichzeitig mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrin und dem PKA-
Inhibitor H89 die Frage kléren, ob die durch PACAP27 gefundene Stimulation der APP-
Prozessierung alein von der PKA und der PKC abhangig ist, oder es einen von diesen
Kinasen unabhangigen Stimulationsweg der MAP-Kinasen gibt, zum Beispiel durch

Tyrosinkinasen stimulierbare Ras-Proteine.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der PAC1-Rezeptor Uber den PKA, den PKC
und den MAPK-Weg die APPsa-Sekretion stimuliert. Inwieweit die Aktivierung einer der
genannten Kinasen zur Aktivierung den néchsten fahrt, muss in weiteren Experimenten
geklart werden. Neben dem PKA, PKC und MEK/ERK-Kinasesystemen existieren fur den
PAC1-Rezeptor wahrscheinlich noch weitere Regulationsmechanismen fir die a-
Sekretaseaktivierung. Einen Hinweis dafir liefern die beobachteten und bekannten
halbmaximalen  Ligandenkonzentrationen fir die  Stimulation des jeweiligen
Signaltransduktionsweges. Wie hier gezeigt wurde, fihrt der PACAP38-Ligand bei
geringeren  Konzentrationen (10 nM) zu enem effizienteren Anstieg der
Kalziumionenkonzentration in der Zelle als der PACAP27-Ligand. Damit korrelieren auch die
aus der Literatur bekannten Daten fir die Inositoltrisphosphatproduktion. Der PACAP38-
Ligand (ECso = 15 nM) besitzt ein grof3eres Vermdgen der Phospholipase C-Stimulation und
damit der Inositoltrisphosphatproduktion als der PACAP27-Ligand (ECso = 1 puM). Die
Fahigkeit zur Stimulation der Adenylatzyklase sind fur beide PACAP-Liganden dhnlich grof3
(PACAP38 0,4 nM, PACAP27 0,1 nM). Der Einfluss der PACAP-Liganden auf die APPsa-
Sekretion ist, wie gezeigt wurde, unterschiedlich. So wurde fir den PACAP27-Liganden das
doppelte Stimulationspotential der a-Sekretaseaktivierung gefunden wie fir den PACAP38-
Liganden (Ligandkonzentrationen je 300 nM). Aus der Konzentrationsabhangigkeit der
APPsa -Sekretion konnte fir den PACAP27-Liganden eine halbmaximale Enzymstimulation
von 200 nM abgeleitet werden. Eine aleinige Beteiligung der PKA und der PKC an der
Aktivierung der a-Sekretasen ist somit nicht wahrscheinlich, da ansonsten eine Korrelation

zwischen den ECso-Werten zu erwarten gewesen wére.

Der PAC1-Rezeptor ist ein weiterer GPCR, fur den ein Einfluss auf die a-Sekretaseaktivitét
gefunden wurde. Fur Vasopressin und Bradykinin wurde nach deren Rezeptorstimulation
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ebenfalls ein Anstieg der APPsa-Sekretion beobachtet. Fir den Bradykinin-Rezeptor wurde
ein PKC-abhangiger, fir den Vasopression-Rezeptor ein PKC-unabhangiger Mechanismus
der APP-Prozessierung beschrieben. Diskutiert wurde im letzteren Fall ein Phospholipase A
oder ein Tyrosin-Kinase abhangiger Mechanismus. Fir den Serotoninrezeptor wurde durch
Stimulation der Phospholipase A, ein Anstieg der APPsa-Konzentration im Medium
gemessen, eine Aktivierung der PKC erwies sich as nicht nétig [91]. Zwel unabhangige
Stimulationsmechanismen (PKC und MAPK) im Hinblick auf die Aktivierung der APPsa -
Sekretion wurden fur den muskarinischen Acetylcholinezeptor beschrieben [92].

In dieser Arbeit wurde fur die Untersuchung des Einflusses des PAC1-Rezeptors auf die
APPsa -Sekretion die HEKPACAPRRho-Z€lllinie verwendet. Bei diesem Zellsystem handelt
es sich nicht um endogen exprimierten PAC1-Rezeptor. Inwieweit es einen Zusammenhang
zwischen der vierfachen Uberexpression des PAC1-Rezeptors (8,6 pmol/mg) und dem
beobachteten flinffachen Effekt auf die APPsa -Sekretion durch den PACAP27-Liganden gibt,
muss weiter untersucht werden. Erste Untersuchungen an Zelllinien (Astrozyten, H4), die den
PAC1-Rezeptor endogen exprimieren, zeigten, dass die APPsa-Sekretion nach PACI1-
Rezeptor Stimulation viel geringer ausfiel (Experimente nicht gezeigt). Dennoch ist die
HEKPACAPRRho-Z€lllinie ein guter Ansatz, die fir den PACl-Rezeptor in Frage

kommenden Wirkmechanismen zu entschllisseln und zu verstehen.
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Abbildung 49: Darstellung der Signaltransduktionswege, die durch die PAC1-Rezeptor stimulation auf die
APPsa -Sekretion wirken.

Der PAC1-Rezeptor wird durch seine Liganden (PACAP27 oder PACAP38) stimuliert. Wie im ersten Teil der
Arbeit festgestellt wurde, sind der N-Terminus und wahrscheinlich der erste extrazelluldre Loop an der
Ligandenerkennung beteiligt. Die Bindung der Liganden fuhrt zu einer Konformationsdnderung des Rezeptors,
wodurch eine Stimulation von G-Proteinen mdglich wird. Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, fihrt die
Stimulation des PAC1-Rezeptors mit seinen Liganden zu einer erhdhten APPsa-Sekretion. Eine Inhibierung der
Proteinkinase A (durch H89), der Proteinkinase C (durch Chelerythrin) und der MAP-Kinasen (durch U0126)
konnte den PACAP27-induzierten Effekt auf die APPsa-Sekretion bis zu einem gewissen Prozentsatz
unterdriicken. In weiterfiihrenden Experimenten muss geklart werden, ob die PKA und die PKC Uber die MAP-
Kinasen auf die APPsa-Sekretion wirken oder Uber diskrete Stimulationsmechanismen. Weiterhin besteht die
Maoglichkeit, dass fur den PAC1-Rezeptor weitere Signaltransduktionswege existieren, die auf die APPsa-
Sekretion wirken.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren alle auf der Stimulation der ,,normalen* Spleif3variante
des PAC1-Rezeptors. Diese Spleilvariante stimuliert die Adenylatzyklase stérker als die
Phospholipase C. Diesist jedoch nicht bel allen Spleil3varianten des PAC1-Rezeptors der Fall.
Ein Einfluss der anderen Spleil3varianten des PAC1-Rezeptors auf die APP-Prozessierung
konnte ebenfalls Aufschluss Uber den Aktivierungsmechanismus geben. So ist aus der
Literatur bekannt, dass die Anhebung der intrazelluldren Kalziumionenkonzentration zur
Erhohung der APPsa-Sekretion fuhrt. Dies geschieht Uber einen Tyrosinkinase-abhangigen
Mechanismus [93]. Der Kalziumeinfluss wurde bei Petryniak durch die Stimulation des
muskarinischen  Acetylcholinrezeptors erreicht. Fir den PAC1-Rezeptor ist ene
SpleiRvariante bekannt, die nur zur Offnung von Kaziumkanden fihrt. Mit dieser
Spleillvariante des PAC1-Rezeptors waren aso die Kalzium-abhangigen Mechanismen der
APP-Prozessierung analysierbar. Weiterhin wurde fir den PAC1-Rezeptor eine konstitutiv
aktive Mutante gefunden [94]. Auch deren Einfluss auf die kontinuierliche Stimulation der
APP-Prozessierung konnte untersucht werden.

In dieser Arbeit wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen der Stimulation des PAC1-
Rezeptors und dem Anstieg der APPsa -Produktion gezeigt. Die PKA, die PKC und die MAP-
Kinasen sind in diesen stimulatorischen Effekt involviert. Trotz der noch nicht geklarten
Stimulationsmechanismen wurde damit die neurotrophische Wirkungsweise des PACI-
Rezeptors unterstrichen. Die verstérkte Expression des PAC1-Rezeptors im Hippocampus, die
durch den PAC1-Rezeptor beobachtete Inhibierung der proapoptotischen Caspase-3 und die
hier gefundene, durch den PAC1-Rezeptor vermittelte Stimulation der APPsa-Sekretion
erlauben es, den PAC1-Rezeptor nun auch in Zusammenhang mit der neurodegenerativen

Erkrankungen Alzheimer zu diskutieren.
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5. Zusammenfassung

Die Anreicherung von Rezeptoren fir funktionelle Studien setzt Ausgangsmaterial mit einem
hohen Anteil an dem zu reinigenden Rezeptor vorraus. In natirlichem Gewebe ist dies meist
nicht gegeben. Die Uberexpression in Zellsystemen ist daher das Mittel der Wahl. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der PACIL-Rezeptor in S21-Zellen Uberexprimiert und in seiner
funktionellen Form angereichert. Es schlossen sich die photoreaktive Markierung und en
proteolytischer Verdau des PAC1-Rezeptors an. Die Zuordnung der radioaktiven Banden
fUhrte zu einer groben Eingrenzung der Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor. Eine
Zusammenfassung der Strategie dieser Arbeit bietet die Abbildung 50.
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Abbildung 50: Strategie zur Eingrenzung der Ligandenbindungsstelleim PAC1-Rezeptor.

Funktionell wurde der PAC1-Rezeptor aus S21-Insektenzellen angereichert. Zur

Uberexpression wurde das Baculovirussystem genutzt. Die Expression konnte um das
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20fache gegentiber natlirlichem Gewebe gesteigert werden (40 pmol/mg). Das Drosophila-
Expressionssystem und die Expression in suspensionsadaptierten HEK-Zellen erwiesen sich
als weniger effizient firr die Uberexpression des PAC1-Rezeptors,

Der PACI1-Rezeptor wurde mit Digitonin aus den S21-Zellmembranen solubilisiert und
mittels eines Rhodopsin-Epitops Uber Antikorperaffinitétschromatographie  funktionell
angereichert. Die hohe Empfindlichkeit und Instabilitét des PAC1-Rezeptorproteins im
Solubilisat und der damit einhergehende Funktionalitétsverlust wurden als der Hauptgrund fir
die geringen Anrei cherungsausbeuten angesehen.

Der funktionell angereicherte Rezeptor wurde photoreaktiv markiert. Der dafir verwendete
iodierte Ligand 1?°I-[Phe®(pBz)]PACAP27 besaR? an Position 6 eine photoreaktive Gruppe.
Anschlief?end an die photoreaktive Markierung erfolgte der proteolytische Verdau mit
Kallikrein. Die detektierten, radioaktiven Banden wurden Rezeptorfragmenten zugeordnet.
Aufgrund der Zuordnung konnte die Ligandenbindungsstelle im PAC1-Rezeptor auf den N-
Terminus und den ersten extrazelluléren Loop beschrénkt werden. Dieses Ergebnis bestétigt
Resultate, die fir andere Mitglieder dieser Rezeptorfamilie vorliegen [95]. AulRerdem wurde
fur den in S21-Zellen exprimierten PAC1-Rezeptor eine Glykosilierung im zweiten und
dritten extrazelluldrem Loop sowie eine Beteiligung dieser Loops an der Ligandenerkennung
ausgeschlossen.

Alternativ wurde der PAC1-Rezeptor unfunktionell in E.colis Uberexprimiert und in hohen
Male Uber ein C-terminales Hiss-Tag aus Inclusion bodies angereichert. Sollten die
Bedingungen fur eine funktionelle Rickfaltung des Rezeptors gefunden werden (Bearbeitung
aullerhalb des Ingtituts), ware die Expression in E.colis eine schnelle, elegante und
kostengiinstige Methode zur Bereitstellung grofierer Mengen an Rezeptorprotein, die fur
funktionelle und strukturelle Untersuchungen eingesetzt werden kdnnten.

Zudem wurde in dieser Arbeit erstmals ein Einfluss des PAC1-Rezeptors auf die APP-
Prozessierung festgestellt. Anhand einer generierten HEKPACAPRRho-Zélllinie konnte
gezeigt werden, dass die Stimulation des PAC1-Rezeptors durch seine Liganden (PACAP27
und PACAP38) zu einem signifikanten Anstieg der APPsa-Sekretion fihrte. Eine 300 nM
Konzentration des PACAP27-Liganden flhrte innerhalb von vier Stunden zu einem
funffachen Anstieg der APPsa-Menge im Zelkulturlberstand. Ferner wurde fur die
Stimulation der  APPsa-Sekretion durch den PACAP27-Liganden eine
Konzentrationsabhangigkeit aufgezeigt.

Weiterhin wurden Signaltransduktionswege ermittelt, die durch die Stimulation des PAC1-
Rezeptors an der erhohten Sekretion des APPsa betelligt sind. So wurde festgestellt, dass der
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Proteinkinase A-Inhibitor Chelerythrin und der Proteinkinase C-Inhibitor H89 keinen
Einfluss, der MAPK-Inhibitor U0126 keinen signifikanten Einfluss auf die konstititve
APPsa-Sekretion besal3en. Der PACAP27-vermittelte Anstieg der APPsa-Sekretion wurde
jedoch durch ale drei verwendeten Inhibitoren unterdriickt. So fuhrte Chelerythrin zu einer
43%igen, H89 zu einer 34%igen und U0126 zu einer 52%igen Reduktion der durch den
PACAP27-Liganden vermittelten APPsa-Sekretion. Damit sind die Proteinkinase A, die
Proteinkinase C und die MAP-Kinasen an der durch PACAP27-vermittelten Stimulation der
APPsa -Sekretion beteiligt. Obwohl weitere Untersuchungen tber genauere Mechanismen und
Wechselwirkungen noch ausstehen, konnte hier gezeigt werden, dass der PAC1-Rezeptor
einen positiv regulatorischen Einfluss auf die APPsa -Sekretion besal3. Der PAC1-Rezeptor ist
wahrscheinlich aufgrund der festgestellten erhohten APPsa-Sekretion ein Stimulator der a-
Sekretasen und erstmals in direkten Zusammenhang mit der Alzheimerschen Erkrankung

diskutierbar.
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