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Kurzfassung

Molekularbiologische und immunologische Charakterisierung von Chemorezeptoren in

Sdugetier-Spermien

Die Chemotaxis von Invertebraten-Spermien ist gut dokumentiert (Morisawa, 1994). Das
chemotaktisch wirkende Eizellpeptid Resact der Seeigelart Arbacia punctulata bindet an eine
membranstindige Rezeptor-Guanylylzyklase (Ward et al., 1985; Shimomura et al, 1986).
Saugetier-Spermien reagieren chemotaktisch auf Substanzen, die von der Eizelle selbst
und/oder vom weiblichen Genitaltrakt stammen (Eisenbach & Tur-Kaspa, 1999). Bislang
konnten jedoch weder die chemotaktisch wirksamen Substanzen noch die entsprechenden
membranstindigen Rezeptoren identifiziert werden. Derzeitige Hypothesen iiber die
chemotaktische Signalkette orientieren sich an den Signalwegen zur Wahrnehmung von
Duftstoffen in Riechzellen. Demnach konnten Duftstoffrezeptoren (OR) oder die
membranstindige Guanylylzyklase-D eine Rolle bei der Chemotaxis von Sidugetier-Spermien
spielen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden 12 verschiedene putative OR durch RT-PCR in
Keimzellen von ménnlichen M&usen identifiziert. Vier OR wurden vollstindig kloniert. Die
12 OR stammen aus 10 verschiedenen Subfamilien. Dies bedeutet, dal die im Hoden
exprimierten OR keine eigene Subfamilie von hodenspezifischen OR bilden. Mit Ausnahme
von TORS, der zur Klasse I (Fisch-dhnliche) der OR zu rechnen ist, gehdren die anderen OR
der Klasse II (Saugetier-dhnliche) an. Alle untersuchten OR sind auch in Riechzellen
exprimiert. 6 OR sind dariiber hinaus auch in verschiedenen weiteren Geweben (z.B. Gehim,
Herz) nachweisbar. Fiir die meisten der untersuchten OR konnten Transkripte bereits im
priapubertiren Hoden nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dal OR nicht nur eine
Funktion in reifen Spermien haben konnten, sondern bereits wéhrend der Entwicklung bzw.
der Organisation des Keimzellepithels.

Durch Northernblot-Experimente konnte nachgewiesen werden, daBl zwei OR, TOR13
und TORS1, héher exprimiert sind als die anderen OR. Transkripte von TOR13 konnten
durch in situ Hybridisierung in Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert werden. Die
Klonierung von TOR13 und TORS1 zeigte, daB es sich bei TOR13 um einen C-terminal
verkiirzten OR handelt. Es ist unbekannt, ob ein OR, dem die 7. transmembranale Doméne
und der C-Terminus fehlen, funktionell ist. Aus diesem Grund wurde nur TORSI1
charakterisiert. Eine Southernblot-Analyse von genomischer DNA zeigte, dal TORS1 das



einzige Gen einer neuen Subfamilie darstellt. TORS1 ist auf Chromosom 11 lokalisiert. Das
TORSI1-Gen lieB sich nicht funktionell heterolog exprimieren, obwohl das Rezeptorprotein in
den Wirtszellen synthetisiert und auch posttranslational modifiziert wurde. Mit TORS1
konnte ein OR-Gen identifiziert werden, das fiir einen konditionalen Gen knock-out geeignet
wire. Mit einem Gen knock-out konnte man vielleicht Hinweise auf die physiologische
Funktion der OR in Spermien erhalten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde Ggor, der Wechselwirkungspartner von OR in
Riechzellen, aus Hoden-cDNA kloniert. Durch Westernblot-Experimente konnte Ggorr in
Spermien detektiert werden. Immunhistochemische-Versuche zeigten, daB Ggor im
akrosomalen Bereich der Spermien lokalisiert ist. Die Adenylylzyklase III, der Effektor von
Goir in Riechzellen, lieB sich durch Westernblot-Analyse nicht in Spermien nachweisen. Dies
bedeutet, daB OR in Spermien nicht, wie in Riechzellen, iiber Gyor die ACIII aktivieren
koénnen. Die OR miissen in Spermien einen anderen Signalweg aktivieren.

Im dritten Teil wurde schlieBlich untersucht, ob eine membranstéindige Rezeptor-
Guanylylzyklase und ein cGMP-gesteuerter Ionenkanal (CNG-Kanal) in Maus-Spermien
exprimiert sind. FEine cGMP-vermittelte Signalkaskade konnte - #hnlich wie in
Seeigelspermien - das chemotaktische Verhalten regulieren. Mit Hilfe von RT-PCR konnten
aus Keimzellen-cDNA Transkripte der Guanylylzyklase-D amplifiziert werden. Ebenfalls
konnten Transkripte der a-Untereinheit mCNGA3 und der modulatorischen B-Untereinheit
mCNGB3 nachgewiesen werden. In immunhistochemischen Experimenten wurde die GC-D
in den Flagellen der Spermien lokalisiert. Die GC-D und der CNG-Kanal kénnten
Bestandteile eines cGMP-Signalwegs sein, der das Schwimmverhalten von Saugetier-

Spermien reguliert.



Abstract

Molecular and immunological characterization of chemoreceptors in mammalian sperm

Chemotaxis of sperm is well established in marine invertebrates, such as sea urchin
(Morisawa, 1994). The chemotactic egg-derived peptide resact of the sea urchin Arbacia
punctulata binds to a membrane-bound receptor-guanylyl cyclase. Mammalian sperm show
chemotactic behaviour in response to factors released by the egg itself and/or the female
reproductive tract. Neither the chemotactic factors nor the respective membrane receptors of
sperm have been identified. Current hypotheses on the chemotactic signaling pathways rely
on models for odorant sensation in olfactory sensory neurons (OSN). Thus, G-protein coupled
odorant receptors (OR) or the receptor guanylyl cyclase-D might play a role in chemotaxis of
mammalian sperm.

In the first part of this PhD Thesis, 12 different putative OR have been identified by
RT-PCR in germ cells of male mice. Four complete OR genes were cloned from genomic
DNA. The twelve amplified ORs are members of ten subfamilies revealing that testicular ORs
do not constitute a specific subfamily. Except for TORS that belongs to class I OR (fish-like),
the other receptors are members of class Il OR (mammalian-like). All ORs are also expressed
in OSN. Furthermore 6 ORs are expressed in additional tissues (i.e. heart, brain). Most ORs
are already expressed in the prepubertal testis. This finding points out that — in addition to a
functional role in mature sperm — ORs may be involved in the development and organization
of the germ cell epithelium.

Northernblot experiments revealed that two ORs (TOR13 and TORSI1) are more
abundantly expressed than the other ORs. By in situ hybridization-experiments transcripts of
TOR13 were localized to spermatogonia and spermatocytes. Cloning of the TOR13 and
TORS1 genes showed that the TOR13 gene codes for a C-terminal truncated receptor protein.
Because it is unknown whether an OR lacking the seventh transmembrane domain and the C-
terminus is functional, only the TORS1 gene was further characterized. Southernblot analysis
revealed that TORS1 is the only gene of a new cluster. The gene could be assigned to
chromosome 11. TORS1 could not be functionally expressed in a heterologous system
although the receptor protein was synthesized and posttranslationally modified in the host
cells. In conclusion, TORS1 is a candidate for a conditional gene knock-out. This approach

might provide a deeper insight into the function of ORs in sperm cells.



In the second part, G, the interaction partner of OR in OSN, has been cloned from
testicular cDNA. By Westernblot experiments, Gyor could be detected in sperm. Ggor Was
immunhistochemically localized to the acrosomal part of the head. Adenylyl cyclase III
(ACIII), the effector of Gur in OSN, could not be detected in sperm by Westernblot
experiments. Thus unlike in OSN, OR in sperm do not activate ACIII by means of Ggos.
Consequently, in sperm ORs must participate in a different signaling cascade.

In the third part, I investigated whether a receptor GC and a cGMP-regulated ion
channel (CNG-channel) are expressed in sperm. A signaling cascade comprising a receptor
GC could be involved in chemotaxis such as in sea urchin sperm. Transcripts of the GC-D
could be identified in cDNA of sperm precursor cells. The ion channel a-subunit mCNGA3
und the modulatory B-subunit mCNGB3 have been also amplified from germ cell cDNA. In
immunhistochemical experiments, the GC-D was localized to the principal piece of the sperm
tail. Thus, it is tempting to speculate that the GC-D and the CNG ion channel are components

of a signaling pathway that regulates the swimming behaviour of mammalian sperm cells.
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Duftstoffrezeptor-Gene kursiv dargestellt sind.
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1 Einleitung

Der wichtigste Beitrag zur Arterhaltung in hoheren eukaryotischen Lebewesen ist die
geschlechtliche Fortpflanzung. Sie setzt die Befruchtung der Eizelle durch das Spermium
voraus. Das Zusammentreffen der beiden Gameten wird durch chemische Faktoren vermittelt,
die von der Eizelle selbst oder vom weiblichen Genitaltrakt stammen. Diese Faktoren steuern
das Schwimmverhalten der Spermien in der Nihe der Eizelle und bewirken eine gerichtete

Bewegung des Spermiums auf die Eizelle hin. Diesen Proze nennt man Chemotaxis.
1.1 Chemotaxis

Chemotaxis ist fiir prokaryotische und eukaryotische Zellen dokumentiert (Zur Ubersicht:
Falke ef al., 1997; Chung ef al., 2001). Unter Chemotaxis versteht man die Orientierung einer
Zelle in einem chemischen Gradienten eines Lockstoffs (attractant) oder eines abweisenden
Stoffs (repellent), die dazu fihrt, daB sich die Zelle auf die Quelle des attractants zu oder von
der Quelle des repellents weg bewegt.

Am besten untersucht ist die Chemotaxis von Bakterien. Sie bewegen sich durch Rotation
ihrer Flagellen fort. Bakterien zeigen chemotaktisches Verhalten in Anwesenheit z.B. von
Zuckern oder Aminosduren (Lockstoffe). Die Lockstoffe werden von membranstindigen
Rezeptoren der Bakterien gebunden (Falke & Hazelbauer, 2001). Die Chemotaxis von
Bakterien wird durch ein ,zwei Komponenten-System* gesteuert. Dieses besteht aus einer
Histidin-Kinase (Che A) und einer Aspartat-Kinase (Che Y). Hat der membranstindige
Rezeptor keinen Lockstoff gebunden, aktiviert er Che A. Dieses phosphoryliert sich daraufhin
selbst an einem Histidinrest (1. Autophosphorylierung). Diese Phosphorylgruppe wird von
Che Y auf einen Aspartatrest in der eigenen Aminosdurekette {ibertragen (2.
Autophophorylierung). Phosphoryliertes Che Y koppelt an den Flagellenmotor und bewirkt
die Rotation der Flagellen im Uhrzeigersinn. Dies filhrt zum Taumeln der Bakterien. Wenn
der membransténdige Rezeptor einen Lockstoff gebunden hat, wird Che A nicht aktiviert. Che
A autophosphoryliert sich nicht und Che Y bleibt dephosphoryliert. Im nicht-phosphorylierten
Zustand von Che Y findet die Kopplung an den Flagellenmotor nicht statt und die Flagellen

rotieren gegen den Uhrzeigersinn. In diesem Fall schwimmen die Bakterien geradeaus.



1.1.1 Chemotaxis von Spermien

Spermien schwimmen mit Hilfe eines Flagellums. Anders als bei Bakterien wird die
Fortbewegung nicht durch Rotation, sondern durch eine Biegung des Flagellums erreicht, die
sich sinusformig fortpflanzt. Das Flagellum enthilt ein zentrales Axonem mit der fiir
Eukaryoten typischen ,,9+2“-Mikrotubuli-Struktur. Assoziiert mit den Proteinen des Axonems
sind Motorproteine (Dyneine), die ATPase-Aktivitit besitzen. Durch Hydrolyse von ATP
andert das Dynein seine Konformation und bewirkt, dal benachbarte Mikrotubuli-Dubletts
aneinander entlang gleiten. Da im Flagellum die Mikrotubuli-Dubletts von Querverbindungen
zusammengehalten werden, kénnen die Mikrotubuli nicht aneinander entlang gleiten. Es
kommt statt dessen zu einer Biegung des Flagellums. Wie die Flagellenbewegung genau
reguliert wird, ist unklar. cAMP und Ca®'-Tonen scheinen jedoch eine wichtige Rolle zu
spielen (Tash, 1989; Brokaw, 1991).

Lockstoffe, die von der Eizelle selbst oder vom weiblichen Genitaltrakt freigesetzt werden,
konnen die Geschwindigkeit des Spermiums (Chemokinesis) und die Richtung, in die das
Spermium schwimmt (Chemotaxis), steuern. Die Lockstoffe binden an membranstindige

Rezeptoren (siehe 1.1.1.1).

Bakterien Invertebraten-Spermien
chemischer Ligand chemischer Ligand
(Zucker/Aminosauren) (Eizellpeptide)
Membranrezeptor membranstandige
Guanylylzyklase
‘zwei
Komponenten- ?
System”
Modulation Modulation
der des
Flagellenrotation Flagellenschlagmusters

Abb. 1: Vergleich der Signalwege, die eine Chemotaxis von Bakterien bzw. von Invertebraten-Spermien
vermitteln. Erlduterungen siche Text.

Die Signalverarbeitung beruht bei den Invertebraten-Spermien nicht - wie bei den Bakterien -
auf einem Phosphoryltransfer, sondern wird durch die sekundiren Botenstoffe cGMP, cAMP



und Ca?* (1.1.1.1) vermittelt. Wihrend man schon einige Details der Signalkette, die die
Chemotaxis von Invertebraten-Spermien vermittelt, kennt, sind die molekularen
Mechanismen der Signalkette, die die Chemotaxis von Siugetier-Spermien vermittelt, vollig
unklar.

1.1.1.1 Chemotacxis von Invertebraten-Spermien

Bei marinen Invertebraten, die die FEizellen und Spermien in das Meerwasser abgeben
(externe Befruchtung), ist die Chemotaxis gut dokumentiert (Cosson, 1990; Morisawa, 1994).
Bereits Anfang des letzten Jahrhunderts wurde von wasserloslichen Faktoren berichtet, die
das Bewegungsmuster (Lillie, 1913) und den Stoffwechsel (Gray, 1928) von Seeigel-
Spermien beeinflussen. Diese Eizellstoffe wurden als Peptide identifiziert, die vornehmlich
artspezifisch wirken (Hansbrough & Garbers, 1981; Suzuki et al., 1981; Suzuki ef al., 1984;
Suzuki, 1995). Obwohl mehr als siebzig verschiedene Peptide - hauptsichlich von den
Staimmen der Cnidaria und Echinodermata - identifiziert wurden, sind die membranstindigen
Rezeptoren der meisten Peptide unbekannt. AuBlerdem ist ungeklért, ob all diese Peptide
chemotaktisch wirken.

Gut untersucht sind die Eizellpeptide Resact der Seeigel-Art Arbacia punctulata und Speract
von Strongylocentrotus purpuratus. Fiir Resact konnte eine chemotaktische Wirkung
zweifelsfrei nachgewiesen werden (Ward et al., 1985). Fiir das chemotaktische Verhalten ist
ein Ca®"-Einstrom notwendig, da A. punctulata-Spermien in Ca**-freiem Seewasser zwar
beweglich sind, aber keine Chemotaxis mehr zeigen. Speract verdndert zwar unter speziellen
experimentellen Bedingungen das Schwimmverhalten von S. purpuratus-Spermien (Cook et
al., 1994), seine chemotaktische Wirksamkeit konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die Peptide 16sen in Spermien mehrere biochemische Reaktionen aus (Tabelle 1).

Effekt Referenz

Erhéhung der intrazelluliren cAMP/ cGMP- | z.B. Hansbrough et al, 1980; Suzuki et al.,
Konzentration 1981

Erhéhung der  intrazelluldren Ca’*-|z.B. Schackman & Chock, 1986; Cook et al.,
Konzentration 1994

Anderung des pH-Wertes z.B. Cook & Babcock, 1993a

Anderung der Membranspannung z.B. Cook & Babcock, 1993a

Steigerung der Respirationsrate z.B. Shimomura & Garbers, 1986

Tabelle 1: Eizellpeptid-induzierte Effekte in Spermien von Seeigeln (4. punctulata, S. purpuratus,
Lytechinus pictus, Hemicentrotus pulcherrimus).



Obwohl die Wirkung von Resact und Speract intensiv untersucht wurde (z.B. Repaske &
Garbers, 1983; Schackmann & Chock, 1986, Shimomura & Garbers, 1986; Cook & Babcock,
1993; Cook et al., 1994), sind die zeitliche Abfolge der biochemischen Reaktionen und die
meisten der beteiligten Signalkomponenten immer noch unklar.

Shimomura und Mitarbeiter identifizierten 1986 den Rezeptor fiir Resact als eine
membranstindige Guanylylzyklase, was nahelegte, daB8 der intrazelluldre Botenstoff cGMP ist
(Shimomura & Garbers, 1986). Zeitlich aufgeloste Messungen von intrazelluldren
Botenstoffen an S. purpuratus-Spermien bestitigen diese Annahme. Die Stimulierung von S.
purpuratus-Spermien mit Speract bewirkt in weniger als 200 ms einen starken Anstieg der
c¢GMP-Konzentration und einen deutlich langsameren (nach ~ 800 ms) und geringeren (~
4fachen) Anstieg der cAMP-Konzentration (Godde, Dissertation, Regensburg, 1996).

Die Stimulierung mit Resact bzw. Speract fithrt zu einem Ca”*-Einstrom (Schackman &
Chock, 1986; Cook & Babcock, 1993b, Cook et al., 1994). Der Ca**-Einstrom wird grofer
und dauert ldnger, wenn die Spermien mit Substanzen inkubiert werden, die den Abbau von
¢GMP und cAMP in der Zelle verhindern (Cook & Babcock, 1993b). Es ist noch unbekannt,
durch welchen Ionenkanal der zyklisch-Nukleotid-vermittelte Ca®*-Einstrom erfolgt.
Picomolare Konzentrationen von Speract fithren in S. purpuratus-Spermien dazu, daB K'-
selektive Ionenkanile 6ffnen (Babcock et al., 1992), mutmaBlich durch eine Erh6hung der
c¢GMP-Konzentration (Cook & Babcock, 1993a; Galindo et al., 2000). Der Ausstrom von K'-
Ionen fiihrt zur Hyperpolarisation der Spermienzelle. Die Hyperpolarisation aktiviert einen
Na'/H'-Austauscher (Lee & Garbers, 1986), der Protonen aus dem Spermium transportiert,
wodurch der intrazelluldre pH-Wert ansteigt. Dies fiihrt zur Stimulierung der Adenylylzyklase
(AC) (Cook & Babcock, 1993b). Infolge dessen kommt es zu einer Erhéhung der cAMP-
Konzentration (Cook & Babcock, 1993a, b). Einer anderen Arbeitsgruppe nach wird die AC
direkt - wie die AC aus Paramecium (Schultz et al., 1992) - durch die Hyperpolarisation der
Zelle aktiviert (Beltran et al., 1996).

Bei Speract-Konzentrationen iiber 100 pM folgt dem cGMP-vermittelten K'-Ausstrom ein
Einstrom von Na'- und Ca**-lonen. S. purpuratus-Spermien enthalten einen cAMP-
regulierten Ionenkanal, der fiir K- und Na'-Ionen permeabel ist (Labarca et al., 1996). Dieser
Kanal entspricht wahrscheinlich einem hyperpolarisations-aktivierten, zyklisch-Nukleotid-
regulierten Kanal (SPIH), der in den Flagellen von S. purpuratus-Spermien nachgewiesen
wurde (Gauss et al., 1998). Eine Aktivierung dieses Kanals konnte zu einem Na'-Einstrom
fihren, der die Spermienzelle depolarisiert. In Folge der Depolarisation kdnnten dann

spannungsabhiingige Ca>"-Kanile aktiviert werden. In Seeigelspermien sind



verschiedene spannungsabhiingige Ca®’-Kanile exprimiert, die jedoch vorwiegend mit der

akrosomalen Exozytose in Verbindung gebracht werden (Ubersicht: Darszon et al., 1999).

Eizellpeptid K’ Na' car

7

AV, AV,

/ » {Hyperpol.) {Dew
GTP [cGMP v
\ c a2+

\» cAMPA

pH 4

intrazellular

extrazellular

Abb. 2: Modell zur Eizellpeptid-induzierten Signaltransduktion in Seeigel-Spermien.

Das Eizellpeptid bindet an einen Rezeptor, der — im Falle von Resact — eine membranstindige Guanylylzyklase
(GC) ist. Die GC wird durch Bindung des Peptids aktiviert, wodurch die intrazellulire cGMP-Konzentration
ansteigt. Infolge dessen kommt es durch einen K'-Ausstrom zu einer Hyperpolarisation der Zelle. Der SPIH-
Kanal wird durch Hyperpolarisation gedffnet, Na'-lonen strémen zelleinwirts und die Spermienzelle
depolarisiert. Hierdurch 6ffnen spannungsabhingige Ca**-Kanile und die Ca”*-Konzentration steigt an. Welche
Rolle dem Anstieg des pH-Wertes und der cAMP-Konzentration in der oben geschilderten Signalkette zukommt
wird zur Zeit kontrovers diskutiert. (Einzelheiten siche Text).

1.1.1.2 Chemotaxis von Sdugetier-Spermien

Bei Séugetieren werden die Spermien direkt in den weiblichen Genitaltrakt abgegeben (Abb.
3). Von der Vagina aus passieren die Spermien zundchst den Uterus und dann den Isthmus
des FEileiters. Sie treffen in der Ampulle des Eileiters auf die Eizelle. Von etwa 4 — 40 x 10’
Spermien, die in die menschliche Vagina abgegeben werden, erreichen weniger als 1000 die
Ampulle des Eileiters.

Ampulle des Isthmus des
Eileiters Eileiters

Abb. 3: Darstellung des weiblichen Genitaltraktes. Angegeben ist die Anzahl an Spermien, die in den
Abschnitten des weiblichen Genitaltraktes (Mensch) nach der Ejakulation zu finden ist. (Verdindert nach:
Eisenbach & Tur-Kaspa, 1999).



Uber die Chemotaxis von Siugetier-Spermien ist noch sehr wenig bekannt. Es wurde gezeigt,
daB menschliche Spermien (Ralt et al., 1994; Cohen-Dayag et al., 1994) wie auch Mause-
Spermien (Giojalas & Rovasio, 1998; Oliveira et al., 1999) auf Follikelfliissigkeit
chemotaktisch reagieren. Bisher sind weder die chemotaktisch wirksamen Faktoren noch die
entsprechenden membranstéindigen Rezeptoren in Spermien identifiziert worden. FEine
experimentelle Schwierigkeit besteht darin, daB nur etwa 10 % der Spermien zu einem
gegebenen Zeitpunkt chemotaktisch reagieren (Cohen-Dayag et al, 1994; Giojalas &
Rovasio, 1998). Es handelt sich um sogenannte kapazitierte Spermien (Cohen-Dayag et al.,
1995). Unter Kapazitierung versteht man eine Reifung der Spermien im Eileiter, die sie
beféhigt, das Fi zu befruchten. Diese Fahigkeit erlangen Spermien nur voriibergehend (50 min
— 4 h, Cohen-Dayag et al., 1994). Der geringe Prozentsatz an Spermien, die zu einem
gegebenen Zeitpunkt chemotaktisch aktiv sind, erschwert es, eine zuverldssige statistische
Aussage iiber das Schwimmverhalten zu machen (Zur Ubersicht: Eisenbach, 1999).

Uber die molekularen Mechanismen, die der Chemotaxis von Siugetier-Spermien zu Grunde
liegen, kann nur spekuliert werden. Man nimmt an, dal der Signalweg, der die Chemotaxis
vermittelt, letztlich dazu fiihrt, daB die intrazellulire Ca®*-Konzentration ansteigt. Ca®"-Ionen
spielen ndmlich eine wichtige Rolle bei der Flagellenbewegung (Brokaw, 1991). Zudem
findet eine Chemotaxis von Seeigel-Spermien nur nach einem Ca®"-Einstrom statt (Ward et
al., 1985).

Derzeitige Hypothesen orientieren sich an den Mechanismen der Chemorezeption in
olfaktorischen sensorischen Neuronen (OSN) (siehe Box).

In den meisten OSN binden die Duftstoffe an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (odorant
receptors, OR). Diese aktivieren einen cAMP-vermittelten Signalweg (Box, a, Abb. 4)

In einer Subpopulation von OSN stellen sehr wahrscheinlich membranstéindige
Guanylylzyklasen (GC) die Duftstoffrezeptoren dar (Box, b, Abb. 5). Die GC steht am
Anfang eines cGMP-vermittelten Signalweges.



Box: Signaltransduktion in Riechzellen

a) cAMP-vermittelte Signaltransduktion (Abb. 4)

Die Wahrnehmung von Duftstoffen wird in Wirbeltieren durch spezialisierte Neurone (OSN, olfactory sensory
neuron) vermittelt. OSN sind bipolare Neurone, die einen chemischen Reiz (Duftstoff) in ein elektrisches Signal
(Depolarisierung) umwandeln. Die Signaltransduktion findet in den Zilien statt.

__ Duftstoffe CNG- Ca’* Na' cf Ca'-
® / Kanal gesteuerter
O / Cl-Kanal
Zilium ' ~|ac]
5
Riech- ATP
Knopfchen
Y
Dendrit zZilidares Cazt
Lumen

Mukus
Soma

Nukleus
Axon

Die Duftstoffe 16sen sich im Mukus und binden an Dufistoffrezeptoren (R), die sich in der Zilienmembran
befinden. Der aktivierte Dufistoffrezeptor aktiviert ein stimulatorisches G-Protein, G (G). Gy aktiviert
seinerseits die Adenylylzyklase vom Typ III (AC), was zu einer Erhohung der intrazelluldren cAMP-
Konzentration fiihrt. Dadurch werden zyklisch-Nukleotid-gesteuerte Ionenkanile, die von den CNG-Kanal
Untereinheiten A2, A4 und B1b gebildet werden, in der Zilienmembran gedffnet. Es kommt zu einem Einstrom
von Na'- und Ca**-Ionen in die Zilien, wodurch die Riechzelle depolarisiert. Die Depolarisation wird durch
einen Ausstrom von Cl-Ionen verstirkt. Der CI'-Ausstrom erfolgt durch Caz"-gesteuerte CI'-Kanile. Die durch
den CI'-Ausstrom verstirkte Depolarisation (Rezeptorpotential) 16st schlieBlich ein Aktionspotential aus. Dieses
wird iiber das Axon an iibergeordnete Neuronen im olfaktorischen Bulbus weitergeleitet (Ubersicht: Gold, 1999;
Nakamura, 2000; Frings, 2001).

b) cGMP-vermittelte Signaltransduktion (Abb. 5) -
Ca’” CNG-

/Ligand Na*
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zilidres
Lumen

Soma —
Mukus

Nukleus
Axon

In einigen Arbeiten wurde eine Dufistoff-induzierte Erhohung der cGMP-Konzentration in OSN festgestellt
(Breer et al., 1992; Kroner et al., 1996; Moon et al, 1998). Unklar ist, ob ¢cGMP eine Rolle bei der
Signaltransduktion in den prototypischen OSN (siehe a) spielt. In einer kleinen Subpopulation von OSN scheint




cGMP der alleinige Botenstoff zu sein (Juilfs ef al., 1997; Meyer et al., 2000). In diesen Riechzellen wird eine
Rezeptor-Guanylylzyklase exprimiert (GC-D), die zur Familie der Peptid-aktivierten Guanylylzyklasen gehort
(Fiille et al., 1995). Ferner ist in diesen OSN eine cGMP-stimulierte PDE (PDE2: Juilfs et al., 1997) und ein
selektiv durch ¢GMP regulierter CNG-Kanal (Untereinheit A3) exprimiert (Meyer et al., 2000). Die
Komponenten des prototypischen, cAMP-vermittelten Signalweges, Ggs ACIII sowie die CNG-Kanal
Untereinheiten A2 und B1b konnten in dieser Subpopulation von OSN nicht nachgewiesen werden (Juilfs et al.,
1997; Meyer et al., 2000). Uber den Liganden der GC-D und die Funktion dieser Neurone kann zur Zeit nur
spekuliert werden. Es wird vermutet, dal diese OSN nicht an der Wahrnehmung von Dufistoffen teilnehmen,
sondern Faktoren (Pheromone) erkennen, die das Reproduktions-/Sozialverhalten beeinflussen. Hinweise hierauf
gibt die Verkniipfung der ,,GC-D*“-OSN mit den sogenannten atypischen Glomeruli (necklace Glomeruli) (Juilfs
et al., 1997), denen in Rattenjungen eine Funktion beim Sdugeverhalten zugeschrieben wird (Teicher et al.,
1980; Greer et al., 1982).

1. Hypothese: In den minnlichen Keimzellen unterschiedlicher Spezies kommen
Duftstoffrezeptoren (OR) vor (Parmentier ef al., 1992; Vanderhaeghen et al., 1993; Walensky
et al., 1995; Asai et al.,, 1996; Vanderhaeghen et al., 1997a, b; Walensky et al., 1998;
Branscomb et al., 2000). Die OR koénnten Lockstoffrezeptoren darstellen. Die Liganden der
OR in Keimzellen sind unbekannt. Die OR gehéren zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Sie représentieren die zur Zeit grofite bekannte Gen-Familie mit bis
zu 1000 Genen in Nagern (Buck, 1992, Carmel et al., 2001). Man schitzt, daBl etwa 50 OR-
Gene in den minnlichen Keimzellen von Nagern exprimiert werden (Vanderhaeghen et al.,
1997b). OR-Gene besitzen keine Introns und sind in Gruppen (Clusters) auf verschiedene
Chromosomen verteilt (Sullivan et al, 1996, Fuchs et al., 2001). AuBler in Riech- und
Keimzellen werden OR auch in verschiedenen anderen Geweben exprimiert (Zur Ubersicht:
Dreyer, 1998).

Die Rezeptorproteine besitzen einen extrazelluléren N- und einen intrazelluldren C-Terminus,
sowie 7 transmembranale Doménen (TM, Abb. 6). Die transmembranalen Doménen 3 — 5
zeichnen sich durch eine besonders hohe Variabilitit der Aminosduren aus (Pilpel & Lancet,
1999). Wahrscheinlich sind die transmembranalen Doménen an der Ligandenbindung
beteiligt (Strader et al., 1994). Neben den hoch-variablen Aminosidure-Bereichen lassen sich
in den Rezeptoren auch konservierte Aminosiuresequenz-Motive erkennen (Skoufos, 1999;
Pilpel & Lancet, 1999). Die konservierten Aminosiuresequenz-Motive in 12/I3 und dem C-
Terminus sind sehr wahrscheinlich an der Kopplung zwischen dem aktivierten Rezeptor und

einem G-Protein beteiligt (siche Box, a).
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Abb. 6: Darstellung der Membrantopologie von ORs. Extrazellulir lokalisiert sind der N-Terminus und die
Verbindungsschleifen E1 - E3. In der Membranebene liegen die 7 transmembranalen Domiinen. Intrazelluldr
sind der C-Terminus und die Verbindungsschleifen Il - I3 lokalisiert. Die rechts abgebildete Farbskala gibt die
Variabilitdt der Aminoséuren (AS) in menschlichen ORs wider (Pilpel & Lancet, 1999). Hoch-konservierte AS
sind mit dem Einbuchstabenkode bezeichnet. In den transmembranalen Doménen 3, 4 und 5 lassen sich 17 AS
identifizieren, die eine sehr hohe Variabilitit aufweisen (mit einem Stern gekennzeichnet). Diese AS sind sehr
wahrscheinlich an der Bindung des Liganden beteiligt. Die Sequenzbereiche, in denen diese AS lokalisiert sind,
werden complementarity determining regions, CDRs, genannt (Pilpel & Lancet, 1999).

Es wurden Proteine mit der Molmasse von stimulatorischen G-Proteinen durch Westernblot-
Analyse in Spermien nachgewiesen (Fraser & Adeoya-Osiguwa, 1999). Dennoch wird von
vielen Wissenschaftlern angezweifelt, dal ein stimulatorisches G-Protein und eine G-Protein
regulierte Adenylylzyklase in Spermien exprimiert sind (Hildebrandt et al., 1985; Kopfet al.,
1986; Bentley et al., 1986; Hinsch et al., 1992; Merlet et al., 1999). Verschiedene Autoren
berichten, daB3 die Spermien-Adenylylzyklase in vitro weder durch Forskolin noch durch
GTP-Analoga oder AIlFs stimuliert werden kann, wie es fir G-Protein regulierte
Adenylylzyklasen bekannt ist (Stengel & Hanoune, 1984; Hildebrandt ef al., 1985; Toscano
& Gross, 1991). Neuere Experimente weisen darauf hin, daB in Vorlduferzellen von Spermien
sowohl die ACII (Defer et al., 1998; Gautier-Courteille ef al., 1998) als auch Ggie (Defer et
al., 1998) lokalisiert sind. Es ist somit moglich, daB Duftstoffrezeptoren in Spermien-
Vorlauferzellen an einen cAMP-Signalweg koppeln. Ob G und die ACIII auch in reifen
Spermien exprimiert sind, ist jedoch unklar. Kiirzlich konnte eine 10sliche Adenylylzyklase
(sAC) in Spermien und in Spermien-Vorlduferzellen identifiziert werden. Die sAC kann
weder durch Forskolin noch durch G-Proteine aktiviert werden, jedoch durch Bicarbonat
(Buck et al., 1999; Chen et al., 2000; Sinclair et al.; 2000; Jaiswal et al., 2001).



Als potentielle Zielproteine fiir cAMP in Spermien kommen mehrere Proteine in Frage:

Die cAMP-abhiéngige Proteinkinase A (PKA) II wurde immunzytochemisch in Flagellen
von Maus-Spermien (Burton et al, 1999) lokalisiert. Eine cAMP-vermittelte
Phosphorylierung von Flagellenproteinen spielt eine Rolle bei der Regulation der Motilitét
(Tash, 1989).

Die Aktivitit von kleinen monomeren GTPasen wird durch sogenannte Guanine
nucleotide exchange factors (GEFs) reguliert. Vor kurzem wurde eine neue Klasse von
GEFs identifiziert, die durch cAMP aktiviert werden (de Rooji ef al., 1998; Kawasaki et
al., 1998). Monomere GTPasen sind an der akrosomalen Exozytose (Rab3a, lida et al.,
1999; Yunes et al., 2000; Michaut et al., 2000) und an der Spermienmotilitit (Rho,
Hinsch et al., 1993) beteiligt. Es ist allerdings noch unbekannt, ob cAMP-regulierte GEFs
in Spermien vorkommen.

Ein weiteres Zielprotein konnte ein zyklisch-Nukleotid-regulierter Ionenkanal sein. Vor
kurzem wurden in Flagellen von Miuse-Spermien Ionenkanal-Untereinheiten (CatSper,
Ren et al., 2001; CatSper2, Quill et al., 2001) lokalisiert, die eine groBe Ahnlichkeit zu
einer einzelnen Domine von spannungsaktivierten Ca>*-Kanilen haben. In Spermien von
Maiusen kann durch Applikation von Membran-permeablen Analoga von cAMP oder
c¢GMP ein Ca**-Einstrom induziert werden. Dieser ist in Miusen, denen die CatSper
Kanaluntereinheit fehlt, nicht mehr festzustellen. Die Spermien der knock-out Méuse
besitzen eine reduzierte Motilitit und die Méuse sind infertil (Ren ef al., 2001). CatSper
und CatSper2 selbst besitzen keine Bindestelle fiir zyklische Nukleotide; vielleicht sind
CatSper und CatSper2 Untereinheiten eines noch unbekannten zyklisch-Nukleotid-
regulierten Ca®*-Kanals.

Es gibt Hinweise darauf, dal das Gen eines hyperpolarisations-aktivierten, cAMP-
regulierten Ionenkanals (HCN4-Kanal) im Hodengewebe von Saugetieren transkribiert
wird (Seifert et al., 1999). Der HCN4-Kanal ist verwandt mit dem SPTH-Kanal, der in den
Flagellen von S. purpuratus-Spermien nachgewiesen wurde (1.1.1.1). Die Aktivierung
eines HCN-Kanals konnte zu einer Depolarisation der Spermienzelle und infolge dessen
zum Offnen von spannungsabhingigen Ca’*-Kanilen fithren, die in Spermien
nachgewiesen werden konnten (Westenbroek et al., 1999; Wennemuth et al., 2000).
Unbekannt ist, ob ein Ca**-Einstrom durch spannungsabhingige Ca”>*-Kanile tatséichlich

an der Regulation der Chemotaxis von Sdugetier-Spermien beteiligt ist.
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Abb. 7 zeigt zusammenfassend die hypothetischen cAMP-vermittelten Signalwege, die zu

einem Ca’'-Einstrom in Siugetier-Spermien fithren kénnten,

Ligand —_ Na’ Ca’*  spannungs-
® abhangiger
Ca”-Kanal

intrazellular

extrazellular zyklisch-Nukleotid-

regulierter
Ca’* Ca”-Kanal

Abb.7: Schematische Darstellung von cAMP-vermittelten Signalwegen in Sidugetier-Spermien.

cAMP kénnte einerseits zur Aktivierung der Protein-Kinase A (PKA) und andererseits zu einem Ca”"-Einstrom
durch zyklisch-Nukleotid-regulierte Ca**-Kaniile oder spannungsgesteuerte Ca**-Kanile fithren. Die Signalwege
sind im Text beschrieben. R: Dufistoffrezeptor, G: G-Protein (G, ACII: Adenylylzyklase III, HCN4:
Hyperpolarisations-aktivierter, cAMP-regulierter Tonenkanal Typ 4, PKA: Protein Kinase A, sAC: 16sliche
Adenylylzyklase.

2. Hypothese: Eine alternative Arbeitshypothese basiert auf Rezeptor-Guanylylzyklasen
(GC) als Lockstoffrezeptoren. In Spermien des Seeigels A. punctulata wurde eine
membranstiindige GC als Rezeptor fiir das chemotaktisch wirksame Peptid Resact identifiziert
(Ward et al., 1985; Shimomura ef al., 1986, siehe 1.1.1.1). In den Flagellen von menschlichen
Spermien konnte eine Rezeptor-Guanylylzyklase vom Typ A (ANP-Rezeptor, atrial
natriuretic peptide-Rezeptor) lokalisiert werden (Silvestroni ef al., 1992). ANP ist Bestandteil
der menschlichen Follikelfliissigkeit (Sundsfjord et al., 1989; Steegers ef al., 1990) und es
wirkt chemotaktisch und chemokinetisch auf menschliche Spermien (Zamir ef al, 1993;
Anderson et al., 1995). ANP scheint allerdings nicht der genuine chemotaktisch wirksame
Faktor zu sein, da die chemotaktische Wirksamkeit der Follikelfliissigkeit nicht mit ihrer
ANP-Konzentration korreliert ist (Anderson et al., 1995).

In Analogie zur cGMP-vermittelten Signaltransduktion in OSN konnte auch eine GC-D als
»Lockstoff-Rezeptor in Spermien fungieren. Sie koénnte durch die Bindung von
chemotaktisch wirksamen Faktoren aktiviert werden und cGMP synthetisieren. cGMP konnte

seinerseits Ca“-permeable Ionenkanile in den Spermien offnen:
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In den Flagellen von Rinder-Spermien konnte ein c¢GMP-gesteuerter Ionenkanal
nachgewiesen werden (bCNGA3) (Weyand et al., 1994; Wiesner et al., 1998). Aktiviert man
diese Kaniile mit cGMP, kommt es zu einem Ca”>*-Einstrom (Wiesner et al., 1998). Auch in
Maus-Spermien konnte durch Applikation von Membran-permeablen Analoga von zyklischen
Nukleotiden ein Ca*"-Einstrom ausgelost werden, der deutlich empfindlicher fiir cGMP als
fir cAMP ist (Kobori et al., 2000). Der Ca”"-Einstrom konnte das Schwimmverhalten der
Spermien wihrend der Chemotaxis regulieren.

In Abb. 8 ist der hypothetische cGMP-vermittelte Signalweg aus Saugetier-Spermien

dargestellt.
0 Ligand Ca™
GTP |cGMP Ca’*
intrazellular

 ————————————————— |
extrazellular

Abb. 8: ¢cGMP-vermittelter Signalweg in Sdugetier-Spermien. Der cGMP-vermittelte Signalweg kdnnte
durch Aktivierung eines CNG-Kanals zu einem Ca*"-Einstrom fiihren. GC: Guanylylzyklase, CNG-Kanal:
zyklisch-Nukleotid-gesteuerter Ionenkanal.



1.2 Zielsetzung

Saugetier-Spermien reagieren chemotaktisch auf Faktoren, die von der Follikelfliissigkeit
stammen. Bislang konnten weder die chemotaktisch wirksamen Faktoren noch die
entsprechenden membranstindigen Rezeptoren der Spermien identifiziert werden. Derzeitige
Hypothesen iiber die chemotaktische Signalkette in Spermien orientieren sich an den
Signalwegen zur Wahrnehmung von Duftstoffen in Riechzellen. So werden G-Protein
gekoppelte Duftstoffrezeptoren als Chemorezeptoren in Sdugetier-Spermien diskutiert.

Mit Hilfe eines Gen knock outs konnte man Hinweise auf die Funktion von
Duftstoffrezeptoren in Spermien erhalten. Um ein geeignetes Duftstoffrezeptor-Gen fiir einen
knock out zu identifizieren, soll mit molekularbiologischen Methoden die Expression von
Duftstoffrezeptor-Genen im Hoden untersucht werden. Es soll untersucht werden, ob mehrere
Duftstoffrezeptor-Gene in Keimzellen exprimiert sind und ob ein Gen am stérksten exprimiert
ist. Die Transkripte dieses Duftstoffrezeptor-Gens sollen durch in situ Hybridisierung zellulér
lokalisiert und das entsprechende Gen kloniert und chromosomal kartiert werden.

Die chemotaktische Signalkette in Spermien mufl neben Duftstoffrezeptoren weitere
Signalkomponenten umfassen. Durch molekularbiologische und immunologische
Experimente soll untersucht werden, ob - so wie in Riechzellen - stimulatorische G-Proteine
und die Adenylylzyklase III in Spermien exprimiert sind.

Alternativ zu den Duftstoffrezeptoren kdnnten, so wie in Invertebraten-Spermien,
membranstindige Guanylylzyklasen als Rezeptoren fiir chemotaktisch wirksame Faktoren
fungieren. Mittels molekularbiologischer und immunologischer Methoden soll untersucht

werden, ob eine membranstindige Guanylylzyklase in Spermien exprimiert ist.
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2 Material & Methoden

Alle in dieser Arbeit benutzten Methoden wurden, soweit nicht anders vermerkt, aus

SAMBROOK et al. (1989) libernommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.1 Material

Die verwendeten Chemikalien wurden in p.A.-Qualitit von den Firmen Ambion
(Austin/USA), Amersham (Braunschweig), Appli-Chem (Darmstadt), Biomol (Hamburg),
Biorad (Miinchen), Biozym (Oldendorf), Difco (Detroit/USA), Invitrogen (Leek,
Niederlande), Merck (Darmstadt), MWG (Ebersberg), Pharmacia (Freiburg), Pierce (iiber
KMF, Bonn), Qiagen (Hilden), Renner (Darmstadt), Riedel-de Haén (Seelze), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Enzyme und die dazugehdrigen Puffer
wurden von Fermentas (Produkte werden durch NEB vertrieben), GIBCO BRL (Eggenstein),
ITC (Heidelberg), NEB (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg), Promega (Heidelberg), Roche
(Mannheim), Santa Cruz (Heidelberg), Stratagene (Heidelberg) und USB (Bad Homburg)
geliefert.

Fiir den Transfer von Nukleinsiuren wurden Membranen von Qiagen (Hilden) verwendet.
Proteine wurden auf die PVDF-Membran Immobilon P der Firma Millipore (Eschborn)

transferiert.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgefiihrt.

2.2 Versuchstiere

Proteine und DNA bzw. RNA wurden aus Méusen der Stimme 129/SV J (Jackson) und P

(Pasteur) isoliert.

Zur Préiparation von RNA aus Hoden (2.9.1.2) wurden zusétzlich die Mausstimme NMRI,
C3H und B6 eingesetzt.
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2.3 Escherichia coli-Zellkultur

2.3.1 Verwendete E. coli K12-Bakterienstimme

XL1-Blue: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
[F’proAB, lacl®Z M15, Tnl0(tet")]; dieser Stamm wurde zur An-
reicherung von Plasmid-DNA eingesetzt.

XL1-Blue MRA: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1

gryA96 relAl lac; dieser Stamm wurde zur Ausplattierung der A-
FIX®II-genomische-Bibliothek verwendet.

2.3.2 Verwendete Plasmid-Vektoren

Das Plasmid pBluescript-SK™ bzw. -KS" (SHORT et al., 1988) wurde als Plasmid-Vektor fiir

die Klonierung von rekombinanter DNA und PCR-Fragmenten verwendet.

Fir die Synthese von Sonden, die in Northemblot- bzw. in in situ Hybridisierungs-

Experimenten (3.1.4, 3.1.5) eingesetzt wurden, wurde ein modifiziertes pBluescript-KS-

Plasmid verwendet. In diesem Vektor waren die GC reichen Sequenzen der multiple cloning
site (MCS) entfernt (3.1.4). Die Bezeichnung dieses Vektors ist pBISH. Die Klonierung in
diesen Vektor konnte iiber die Schnittstellen HindIII und EcoRI (5¢ iiberhéingende Enden,
sticky) oder iiber die zwischen diesen Schnittstellen gelegene EcoRV Erkennungsstelle (glatte
Enden, blunf) erfolgen.

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen wurden die Vektoren pSVL und pcDNAI/Amp

(Pharmacia bzw. Invitrogen) eingesetzt. Als Zelllinien wurden die adenovirustransformierte
Nierenzelllinie 293 (HEK 293; GRAHAM et al.,, 1977) sowie COS-1 Zellen (Gething &

Sambrook, 1981) verwendet.
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2.3.3 Zusammensetzung und Herstellung der Kulturmedien fiir E. coli

Zur Kultivierung von E. coli wurden folgende Medien verwendet:

LB (Luria Bertani)- | LB-Agar-Platten NZY-Medium NZY-Top-Agar NZY-Agarplatten
Medium
1 % Baktotrypton LB-Medium 1 % NZ-Amine NZY-Medium NZY-Medium
0,5 % Hefeextrakt 1,5 % Agar 0,5 % Hefeextrakt 0,75 % Agarose 1,5 % Agar
1 % NaCl 0,5 % NaCl

0,2 % MgSO,x7H,0

Die Fliissigmedien wurden autoklaviert (20 min, 121 °C) und bei 4 °C gelagert. Die Losungen
fiir die Agarplatten wurden autoklaviert und auf Petrischalen verteilt. Bei Bedarf wurde
Ampicillin (Endkonzentration: 100 pg/ml) kurz vor dem GieBBen der Platten in den auf 60 °C
temperierten Agar gegeben. Die Platten wurden zunichst ii.N. bei RT, danach bei 4 °C

gelagert. NZY-Top-Agar wurde autoklaviert und aufgeteilt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

2.3.4 Anzucht von E. coli-Bakterienkulturen

2.3.4.1 Anzucht von E. coli-Zellen zur Plasmidpréiparation

E. coli-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden 12 h in 5 - 250 ml LB-
Medium bei 37 °C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick) oder in einem
Warmluftschiittler (Braun-Dissel) vermehrt. Zur Selektion der Plasmidvektoren wurde das

Medium mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt.

2.3.4.2 Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation mit Plasmid-DNA

Kompetente Zellen wurden durch eine Modifikation der CaCl,-Methode nach Mandel & Higa
(1970) hergestellt. Eine frisch inokulierte E. coli-Kultur wurde bis zu einer ODgyo von ca. 0,4
angeziichtet, auf Eis abgekiihlt und nach Zentrifugation (5 min, 3.000 g, 4 °C) in 1/2
Kulturvolumen eiskalter 100 mM CaCl,-Lésung aufgenommen. Nach 20 min Inkubation auf
Eis wurden die Zellen erneut sedimentiert, in 1/10 Kulturvolumen eiskalter 100 mM CaCl,,
25 % Glyzerin-Losung resuspendiert und fiir ca. 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden bei
—80 °C gelagert.
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2.3.4.3 Herstellung von ,,Mg**-Zellen“ zur Infektion mit A-FIX® II-Phagen-DNA

E. coli-Zellen wurden bis zu einer ODgyp von ca. 1,0 in LB-Medium mit 10 mM MgSQOy, 0,2
% Maltose angeziichtet, zentrifugiert (5 min, 3.000 g, RT) und in 10 mM MgSO4
resuspendiert, so dafl die Losung eine ODgg von 10 aufwies. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

2.4 DNA-Priparationen
2.4.1 Plasmid-DNA-Priiparationen

Die DNA wurde grundsétzlich in TE bzw. TE/RNase aufgenommen:
TE: 10 mM Tris/HC1 pH 7,5 - 8,0, | mM EDTA
TE/RNase:  TE mit RNasemix (5 pl/ml) (Ambion, Austin/USA).

2.4.1.1 Minipriparation durch alkalische Lyse nach Birnboim & Doly (1979)

Die Bakterienzellen (1,5 ml einer Ubernachtkultur, UNK) wurden durch Zentrifugation
pelletiert (1 min, 17.000 g, 4 °C) und in 50 pl Lésung I resuspendiert. Die Zellen wurden
durch Zugabe von 60 ul Losung II lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden
mit 75 pl Losung III gefdllt und durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4 °C) abgetrennt.
Der Uberstand wurde gegebenenfalls mit Phenol extrahiert (2.5.1). Die Nukleinsiuren wurden
durch Zugabe von 550 pl Ethanol prézipitiert und durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4
°C) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen (2 min, 17.000
g, 4 °C). Das getrocknete Pellet wurde in 20 pl TE aufgenommen.

Losung I: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI pH 8,0
Losung II: 0,2 M NaOH, 1 % SDS
Losung II: 3 M KAc pH 4,8

2.4.1.2 Alkalische LiCl-Minipriparation

Die Bakterienzellen (5 ml einer UNK) wurden pelletiert (1 min, 17.000 g, 4 °C) und in 150 pl
Losung I resuspendiert. Durch Zugabe von 180 pl Losung II wurden die Zellen lysiert.
Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 225 pl Losung III
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prézipitiert und dann abzentrifugiert (5 min, 17.000 g, 4 °C). Die Plasmid-DNA wurde mit 1,5
ml Ethanol aus dem Uberstand prizipitiert (5 min, 17.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde in 60 pl
30 mM Tris/HCI pH 7,5 resuspendiert. Durch Zugabe von 100 pl 4 M LiCl und
anschlieBender Zentrifugation (5 min, 17.000 g, 4 °C) wurde die RNA abgetrennt. Die DNA
des Uberstandes wurde mit 500 pl eiskaltem Ethanol prizipitiert und abzentrifugiert (5 min,
17.000 g, 4 °C). Nach Waschen mit 70 % Ethanol wurde das Pellet in 20 ul TE/RNase
aufgenommen und 20 min bei 37 °C inkubiert.

2.4.1.3 Alkalische LiCl-Priparation im groien Malistab

Die DNA wurde aus 250 ml Bakterienkultur pripariert. Die Bakterienzellen wurden pelletiert
(10 min, 5.000 g, 4 °C), in 20 ml Losung I resuspendiert und mit 24 ml Losung II lysiert.
Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 30 ml Losung III gefallt
und pelletiert (10 min, 5.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen an
Isopropanol versetzt und zentrifugiert (10 min, 5.000 g, 4 °C). AnschlieBend wurde das
Nukleinsiure-Pellet in 1,45 ml Wasser resuspendiert. Durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl und
50 pl Tris/HCI pH 7,5 wurde die RNA gefillt und durch Zentrifugation abgetrennt (10 min,
5.000 g, 4 °C). Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 10 ml Ethanol aus dem Uberstand
gefdllt. Nach Zentrifugation (15 min, 5.000 g, 4 °C) wurde das Pellet in 500 ul TE/RNase
resuspendiert und fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Die DNA wurde anschlieBend durch
Phenol-Extraktion (2.5.1) und Ethanol-Prizipitation (2.5.2) gereinigt. Das Pellet wurde
getrocknet und in 300 pl TE aufgenommen.

2.4.2 Isolierung von genomischer DNA

Eine adulte Maus (élter als 6 Wochen) wurde durch Isofluran narkotisiert und anschlieBend
dekapitiert. Der Schidel wurde von dem Hinterhauptsloch her gedéffnet und das Gehirn
entnommen. Das Gehirn wurde dreimal in eiskaltem PBS gewaschen, in 2 ml
AufschluBpuffer iiberfiihrt und mit 200 pl SDS (10 %) versetzt. Das Gewebe wurde mit
einem Teflon-Glas-Homogenisator aufgeschlossen. Das Volumen des Ansatzes wurde mit
AufschluBpuffer auf 5 ml erweitert. 20 pl Proteinase K (Roche, 19 mg/ml) wurden dazu
gegeben und es wurde 5 h bei 37 °C unter Rotieren inkubiert. Es wurde das gleiche Volumen
Phenol zugegeben, 30 min bei 37 °C unter Rotieren inkubiert und anschlieend zentrifugiert
(10 min, 5.000 g, 4 °C). Die wissrige (obere) Phase wurde iiber Nacht gegen 2 L TEN
dialysiert (Der Dialyseschlauch hatte ein AusschluBvolumen von 10 kDa). Die DNA-haltige
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Lésung wurde in einen MeBzylinder tiberfiihrt, LiCl (4 M) bis zu einer Endkonzentration von
300 mM zugegeben und die Losung vorsichtig mit dem dreifachen Volumen Ethanol
iiberschichtet. Die an der Phasengrenze ausfallenden Nukleinsduren wurden auf einen

Glasstab aufgewickelt (4 h), mit 70 % Ethanol gewaschen und in 2 ml TE gelost.

AufschluBpuffer: TEN:

0,05 M Tris/HC1 pH 7,4 10 mM Tris/HCI1 pH 7,5
0,1 M EDTA 1 mM EDTA

0,2 M Na(Cl 50 mM NaCl

2.4.3 Isolierung von A-FIX® II-Phagen DNA (Santos, 1991)

Es wurden je 50 pul Mg**-Zellen (XL1-Blue MRA) mit unterschiedlichen Verdiinnungen des
Phageneluates versetzt und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Es wurden 5 ml NZY-Medium
zugegeben und die Suspension bis zur Lyse (Kldrung der Suspension) bei 37 °C inkubiert.
Der Ansatz wurde in ein neues 11 ml Reaktionsgefal {iberfiihrt und die Zelltriimmer wurden
abzentrifugiert (5 min, 5.000 g, 4 °C). Zum Uberstand wurden 2 pl DNAse I (1 mg/ml) und 2
pul RNAse-Cocktail (Ambion) pipettiert und maximal 30 min bei 37 °C inkubiert. Es wurden
20 pl ZnCl, (2 M) zugegeben und das Lysat weitere 5 min bei 37 °C belassen. Die
Suspension wurde zentrifugiert (5 min, 5.000 g, 4 °C), das Pellet in 500 pl TES-Puffer
resuspendiert und der Ansatz 15 min bei 60 °C inkubiert. Nach Zugabe von 60 pnl
Kaliumacetat (3 M) wurde erneut zentrifugiert (3 min, 17.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde
je zweimal Phenol/Chloroform-extrahiert. Durch Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol
wurde die Phagen-DNA prézipitiert und durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 17.000 g, 4
°C). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und in 30 pl TE resuspendiert.

TES-Puffer:
100 mM Tris/HCI pH 8,0

100 mM EDTA

0,3 % SDS

19



2.5 Reinigung und Trennung von Nukleinsiuren

2.5.1 Phenol/Chloroformextraktion

Verunreinigungen von DNA-Losungen mit Proteinen und Lipiden wurden durch
Phenolextraktion entfernt. Das eingesetzte Phenol wurde zuvor mit TE pH 8,0 gesittigt.
DNA-Losungen wurden mit dem gleichen Volumen einer 1:1-Mischung aus Phenol und
Chloroform gemischt und zur Trennung zentrifugiert (3 min, 15.000 g, RT). Die obere
wissrige Phase wurde mit dem gleichen Volumen Chloroform extrahiert, um Phenolreste zu

entfernen. Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol préizipitiert (2.5.2).

2.5.2 Ethanol-Prazipitation

Um DNA-Losungen zu konzentrieren oder umzupuffern, wurden sie nach Zugabe von 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 und dem 2,5 - 3 fachen Volumen an absolutem Ethanol
durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4 °C) pelletiert. Das Prazipitat wurde mit 70 %

Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in TE oder Wasser aufgenommen.

2.5.3 Quantifizierung von Nukleinsiuren

2.5.3.1 DNA-Grofien- und Mengenstandard

DNA-GroBenstandard :
A(c185ind1Sam7)-DNA, HindIII/EcoRI geschnitten (MBI Fermentas, Vilnius/Litauen): Die
Konzentration betrug 67 ng/ul.

FragmentgroBen (in Bp): 21.226, 5.148, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831,
564,125

2.5.3.2 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarosegelen
Die Menge an DNA, die auf ein Ethidiumbromid-Agarosegel (2.5.4) aufgetragen wurde,

konnte durch Vergleich mit einem aufgetragenen Gréf8en- und Mengenstandard (2.5.3.1)

anhand der Intensitét der Banden abgeschétzt werden.
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2.5.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiurelosungen

Zur Bestimmung der Menge und Reinheit von Nukleinsduren wurde die Extinktion von DNA-
bzw. RNA-Losungen bei 260 und 280 nm (Schichtdicke: 1 cm) mit einem UV/VIS-
Spektralphotometer (,,U-1100%, Hitachi) bestimmt. Fiir die Berechnung der Konzentration
wurden folgende Werte zugrunde gelegt:

doppelstringige DNA 50 pg/ml entspricht einer ODagp = 1
RNA 40 pg/ml entspricht einer ODygp = 1
Oligonukleotide 33 pug/ml entspricht einer ODsgp = 1

Als Indikator fiir die Reinheit wurde der Quotient OD,60/OD5gy herangezogen. Er sollte bei

reinen Nukleinsdurel6sungen nicht unter 1,8 liegen.

2.5.4 Trennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele verwendet. Die
Agarosekonzentration wurde dem jeweiligen Trennproblem angepaBt: sie variierte zwischen
0.5 % (zur Trennung von Fragmenten > 3.000 Bp) und 2 % (zur Trennung von Fragmenten <
500 Bp). Die Agarose wurde in TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,5) durch
Aufkochen gelost und auf 60 °C abgekiihlt. Vor dem Gielen wurde zur Gellosung
Ethidiumbromid (Endkonzentration: 1 pug/ml) pipettiert. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/10 Vol. DNA-Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese wurde bei 60 bis
140 V bis zum Erreichen der erforderlichen Trennung der Fragmente durchgefiihrt. Als
Elektrophoresepuffer diente ebenfalls TAE. Aufgrund der Interkalierung von Ethidiumbromid
konnte die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

50 x TAE pH 7,5: 2 M Tris, 50 mM EDTA pH 8.0
10 x TAE-Probenpuffer: 0,25 % Xylencyanol, 50 % Glyzerin, 10 x TAE
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2.5.5 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Reinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte entweder durch Zentrifugation nach
Heery et al. (1990) oder durch Adsorption an , QIAEX II“-Material. Die ,,QIAEX II“-
Methode wurde in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden) mit den
mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde zerkleinert und mit
300 pl QX1-Puffer/100 mg Gelmaterial versetzt und gemischt bis die Gelstiicke vollstindig
gelost waren. Nach Zugabe von 10 pl ,,QIAEX II*-Suspension wurde die Losung fiir 10 min
bei 50 °C inkubiert. Durch Zentrifugation (30 sek, 12.000 g, RT) wurde das ,,QIAEX II*“-
Material mit der daran gebundenen DNA pelletiert und je zweimal mit 500 pl QX2-Puffer
und 500 pl QX3-Puffer gewaschen. Nach 5 - 10 min Trocknung bei 37 °C wurde die DNA
mit 20 pl 0,5 x TE fiir 10 min bei 37 °C eluiert.

2.6 Manipulation von Nukleinséuren

2.6.1 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Es wurden Restriktionsenzyme der Firmen NEB (Schwalbach) und Roche (Mannheim)
verwendet. Die DNA wurde in 1 x Inkubationspuffer (jeweils vom Hersteller mitgeliefert) bei
der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. Restriktionen mit mehreren
Enzymen wurden nach Moglichkeit in einem Ansatz durchgefiihrt. Anderenfalls wurde der
Reaktionsansatz nach der ersten Restriktion durch Ethanol-Prézipitation (2.5.2) umgepuffert.
Es wurden 2 U Enzym/ug DNA eingesetzt. Maximal wurden 10 Volumenprozent
Enzymlosung zugesetzt. Analytische Restriktionsansitze mit DNA aus Minipréparationen
(2.4.1.1) wurden in einem Volumen von 15 pl mit 0,1 pl RNasemix (Ambion, Austin/USA)
durchgefiihrt. Das Volumen préparativer Ansétze betrug 30 - 40 pl.

2.6.2 Modifizierung von DNA-Fragmenten

2.6.2.1 Gliitten iiberhéingender Einzelstrang-Enden von DNA-Fragmenten

Uberhiingende Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I
durch die 5° — 3‘-Polymeraseaktivitit aufgefiillt. Durch die 3¢ — 5°-Exonukleaseaktivitéit des
Enzyms wurden iiberhéingende 3‘-Enden abgeschnitten. Es wurden 2 U Klenow-Enzym/pg
DNA und 0,1 mM dNTPs in Restriktionspuffer A, B, M, L, H (Roche) 30 min bei 37 °C
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inkubiert. Falls eine besonders hohe Ausbeute an geglitteten Enden erforderlich war, wurde
die T4-DNA-Polymerase verwendet (5 U Enzym, 15 min bei 12 °C in einem der
Restriktionspuffer mit 0,2 mM dNTP). Das Enzym wurde danach 10 min bei 68 °C

inaktiviert.

2.6.2.2 Phosphorylierung der 5’-Enden von DNA-Fragmenten

PCR-Fragmente besitzen keine endstindigen 5’-Phosphatreste und miissen phosphoryliert
werden, bevor sie ligiert werden kdnnen. Das Enzym T4-Polynukleotidkinase katalysiert die
Ubertragung des endstindigen Phosphatrestes von ATP auf freie 5’-Hydroxylgruppen einer
Nukleotidkette. Der Reaktionsansatz (5 - 10 U Enzym/pg DNA, Inkubationspuffer des
Herstellers, 0,1 mM ATP) wurde 30 min bei 37 °C und anschlieBend 10 min bei 65 °C
inkubiert, um die Kinase zu inaktivieren. Wenn vor der Phosphorylierungsreaktion eine
Klenow-Reaktion (siehe 2.6.2.1) durchgefiihrt worden war, wurden die Desoxynukleotide
durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.5.4) entfernt, da sie die Polynukleotidkinase

inhibieren.

2.6.2.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Geschnittene Vektor-DNA mit kompatiblen iiberhingenden oder glatten Enden wurde zur
Vermeidung der Religation mit alkalischer Phosphatase (Roche) dephosphoryliert. Die DNA
wurde mit 0,04 U alkalischer Phosphatase in dem mitgelieferten Phosphatase-Puffer (Roche)
1 h bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von EGTA (25 mM) und eine 15 miniitige Inkubation
bei 65 °C wurde die Reaktion gestoppt. Nach zweimaliger Phenol/Chloroform- und
Chloroformextraktion wurde die DNA in einem Agarosegel aufgetrennt (siehe 2.5.4) und

anschlieBend isoliert (siehe 2.5.5).
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2.6.3 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren

2.6.3.1 Ligation

Zur Ligation wurden geschnittener bzw. dephosporylierter Plasmidvektor und ein 3 - 5 facher
molarer Uberschu8 an DNA-Fragment in 1 x Ligasepuffer gemischt. Wenn die Fragmente
komplementire iliberhingende Einzelstrang-Enden aufwiesen, wurde mit 0,5 U T4-DNA-
Ligase (Roche) 30 min bei 22 °C ligiert. Zur Ligation von glatten Enden wurde mit 5 U T4-
DNA-Ligase (Pharmacia, Uppsala/Schweden) ii.N. bei 16 °C inkubiert. In beiden Fillen
betrug das Volumen des Ligationsansatzes 15 pl. Es wurde der 10 x Ligasepuffer des

Herstellers (Roche) verwendet.
2.6.3.2 Transformation mit Ligationsprodukten

7,5 W des Ligationsansatzes wurden mit 10 pl 10 x CM-Puffer gemischt, mit Wasser auf 100
ul aufgefiillt und auf Eis gekiihlt. Dazu wurden 100 pl kompetente Zellen (2.3.4.2) gemischt
und die Suspension fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzepuls (1 min, 42 °C) und
einer Abkiihlungsphase (20 min auf Eis) wurden 300 pl LB-Medium (2.3.3) zugegeben und
der Ansatz fiir 45 min bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach dieser Regenerationszeit, die
der Ausprigung der Antibiotika-Resistenz dient, wurden die Zellen auf LB-Agar mit
geeignetem Antibiotikum (2.3.3) ausplattiert und i.N. bei 37 °C inkubiert.

10 x CM: 100 mM CaCl,, 400 mM MgCl,

2.7 Arbeiten mit A-FIX® II-Phagen-genomische-Bibliotheken

2.7.1 Titerbestimmung einer A-FIX® II-Phagen-genomische-Bibliothek

Es wurden verschiedene Verdiinnungen einer Phagensuspension in SM'-Puffer hergestellt.
Jeweils 1 pl wurde mit 50 pl ,Mg®*-Zellen* (2.3.4.3) fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Die
Bakterien-Phagen-Suspensionen wurden mit je 5 ml NZY-Topagar (auf 48 °C vorgewérmt)
gemischt und auf NZY-Agarplatten (& 8,6 cm) ausgebracht. Die Platten wurden bei 30 °C bis
zur Lyse der Bakterien inkubiert (9 - 14 h). Anhand der Anzahl der gebildeten Plaques wurde

der Titer der eingesetzten Phagensuspension bestimmt.
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SM"-Puffer: 10 mM NaCl, 10 mM MgSOs, 0,01 % Gelatine, 50 mM Tris/HCI pH 7,5

2.7.2 Ausplattieren von A-FIX® II-Phagen

Die A-FIX® II-Phagen-genomische-Bibliothek wurde in einer geeigneten Verdiinnung (in
SM"-Puffer) auf NZY-Agarplatten ausplattiert. In der nachfolgenden Tabelle sind die Zahl
der plaquebildenden Einheiten, das verwendete Volumen an ,Mg**-Zellen“, sowie die GroBe
der verwendeten NZY-Agarplatten fiir die erste Hybridisierungsrunde (,,Grobscreen*) und die

nachfolgende Vereinzelungsrunde (,,Feinscreen‘) aufgefiihrt:

Hybridisierungs- Mg**-Zellen | NZY-Topagar | Plaque-bildende Einheiten |NZY-PlattengrofBe
schritt

Grobscreen 300 ul 10 ml 30.000 — 50.000 14,5 cm

Feinscreen 50 ul Sml 30-200 8,6 cm

Die weiteren Arbeitsschritte zur Identifizierung spezifischer Klone ("Plaquelifting",
Immobilisierung auf Nylonmembranen, Hybridisierung mit radioaktiven Sonden und

Autoradiographie) werden unter 2.8.1.2 — 2.8.1.4 beschrieben.

2.7.3 Isolierung von A-FIX® II-Phagen

Nach der Autoradiographie (2.8.1.4) wurden die Signale auf dem Rontgenfilm den
entsprechenden A-FIX® II-Phagen-Plaques auf den Agarplatten zugeordnet. Die
entsprechenden Regionen wurden mit Pasteurpipetten ausgestochen und mit 500 pl SM'-
Puffer eluiert. Zur Vereinzelung wurden die eluierten Phagen erneut ausplattiert
(,,Feinscreen®, 2.7.2). Es wurden zwei Vereinzelungsrunden durchgefiihrt. Die Isolierung der
Phagen-DNA ist in (2.4.3) beschrieben.
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2.8 Nachweis spezifischer Nukleinsiuren

2.8.1 Nachweis von DNA

2.8.1.1 Transfer und Immobilisierung von DNA auf Nylonmembranen (,,Southernblot*)

DNA, die auf eine Nylonmembran iibertragen werden sollte, wurde in einem Agarosegel
aufgetrennt (2.5.4). Das Gel wurde 15 min in Denaturierungslésung und 15 min in
Neutralisierungslosung inkubiert. Die DNA wurde durch gerichtete Diffusion mit 20 x SSC in
1 bis 12 h auf eine Nylonmembran (,,Qiabrane” von Qiagen, Hilden) transferiert. Die
Nukleinsduren wurden auf den Nylonmembranen in einem ,Stratalinker” (Stratagene,

Heidelberg) durch UV-Licht (A=254 nm, 0,12 J/cm?) immobilisiert.

Denaturierungslosung: Neutralisierungslosung: 20 x SSC:
0,5 M NaOH 0,5 M Tris/HCI pH 7,5 0,3 M NaCitrat pH 7,0
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl 3 M NaCl

2.8.1.2 Transfer und Immobilisierung von A-FIX® II-Phagen-DNA

Die A-Phagen-DNA wurde durch ,Plaquelifting" nach Benton und Davis (1977) von
Agarplatten auf Nylonmembranen (,,Qiabrane‘) tiberfiihrt. Die Orientierung der Filter auf den
Agarplatten wurde durch Einstiche durch die Filter in den Agar markiert. Die Filter wurden
nach 5 min von den Platten abgezogen, 5 min denaturiert und 5 min neutralisiert (2.8.1.1). Die
Nukleinsduren wurden auf den Nylonmembranen in einem ,Stratalinker” (Stratagene,

Heidelberg) durch UV-Licht (A=254 nm, 0,12 J/cm?) immobilisiert.

2.8.1.3 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Nukleinsduren wurden durch DNA-Sonden nachgewiesen, die mit der ,,Random priming*“-
Methode nach Feinberg & Vogelstein (1983) radioaktiv markiert wurden. Die Markierung
wurde mit dem "Megaprime DNA Labeling Kit" (Amersham Life Science, Little
Chalfont/England) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Radionuklid diente
[a-**P]-dCTP (spezifische Aktivitit > 6.000 Ci/mM). Nicht eingebaute Nukleotide wurden
durch Gelfiltration mit Sephadex G75 (Pharmacia, Uppsala/Schweden) abgetrennt. Die
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Markierungseffizienz wurde in einem Szintillationszdhler (,,Tricarb 2000 CA“, Packart)

bestimmt.

2.8.1.4 Hybridisierung von immobilisierter DNA mit DNA-Sonden und
Autoradiographie

Die Bedingungen fiir die Hybridisierung an ,,Southernblots* (2.8.1.1) bzw. an immobilisierter
A-FIX® II -Phagen-DNA (2.8.1.2) mit radioaktiv markierten DNA-Sonden (2.8.1.3) sind hier
zusammengefaBit. Es wurde mit hoher Stringenz gearbeitet (65 °C). Fiir den Southernblot (bei
der Cluster-Analyse) wurde zusidtzlich eine Hybridisierung unter geringer Stringenz
durchgefiihrt (55 °C). In Anlehnung an die Hybridisierungstemperatur wurde auch die
Temperatur der Waschschritte herabgesetzt (55 °C).

Prahybridisierung:
In 5 x SET, 5 x Denhardt’s Reagenz, 0,1 % SDS, 0,2 mg/ml Heringssperma-DNA fiir 1 -4 h

Hybridisierung:
In Prihybridisierungslosung mit **P-markierter DNA-Sonde (1 x 10° cpm/ml) fiir 2 - 14 h

Waschen (2 x):
1 x SET, 0,1 % SDS fiir 30 min

1 x SET: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris/HCI pH 7,4

1 x Denhardt’s Reagenz: je 0,02 % Rinderserum-Albumin, Ficoll 400, und
Polyvinylpyrrolidon

1 x SET kann durch 1 x SSC (2.8.1.1) ersetzt werden. Spezifische Hybride, die aus
Nukleinséuren und radioaktiv markierten DNA-Sonden bestanden, wurden bei —80 °C unter
Verwendung von Verstirkerfolien durch Autoradiographie 1 - 24 h (,,XARS5“-Rontgenfilm,
Kodak) nachgewiesen.
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2.9 Isolierung und Nachweis von RNA

2.9.1 Priiparation von Geweben zur Isolierung von Poly (A)" RNA

2.9.1.1 Priaparation von olfaktorischem Epithel sowie von inneren Organen aus Miusen

Adulte Miuse wurden durch Isofluran narkotisiert und anschlieBend dekapitiert. Der vordere
Teil des Schidels (Nasenhohle) wurde freipriapariert und das olfaktorische Epithel ent-
nommen. Das Gewebe wurde bis zur Poly (A)" RNA Isolierung bei —80 °C aufbewahrt. Zur
Préparation von Gehirnen wurde der Schédel von Médusen vom Hinterhauptsloch her gedffnet
und das freigelegte Gehirmn ausgeschilt. Zur Entnahme von inneren Organen wurde die
Bauchhohle und der Brustkorb von Mausen gedffnet und die entsprechenden Organe wurden
entnommen. Die entfernten Organe wurden bis zur Priiparation der Poly (A)" RNA bei —80 °C
aufbewabhrt.

2.9.1.2 Priparation von Maus-Hoden und Anreicherung von Keimzellen

Die Hoden und Nebenhoden von Mausen (adulte sowie prapubertdr) wurden aus dem hinteren
Teil der Bauchhohle am Anus freipripariert. Die Nebenhoden wurden fiir die Priparation von
Nebenhoden-Spermien (2.14.2) verwendet. Die Hoden wurden entweder fiir eine RNA
Isolierung bei —80 °C gelagert oder frisch fiir eine Isolierung von Keimzellen eingesetzt. Die
Methode zur Dissoziation von Hodenzellen wurde modifiziert nach Bellvé et al. (1977).
Zunichst wurde die Tunika Albuginea entfernt und das Hodengewebe in PBS'/Collagenase
Typ IA (1 mg/ml, Sigma) 30 min unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert. Die Samenkanile
bleiben hierbei intakt, die Basalmembran wird verdaut und die interstiticllen Zellen
dissoziieren. Durch dreimaliges Waschen der Samenkanile mit PBS" wurden die
interstitiellen Zellen entfernt. Die Samenkanile wurden nachfolgend in PBS/Trypsin Typ
XIITI (0,5 mg/ml, Sigma)/DNAse I (5 pg/ml) (30 min, unter leichtem Schiitteln, RT) inkubiert.
Trypsin dissoziiert die Keimzellen in den Samenkanélen. DNAse baut die aus lysierten Zellen
austretende DNA ab und verhindert so das Aggregieren von Keimzellen infolge der
austretenden DNA. Um ein besseres Ausspiilen der Keimzellen aus den Samenkanilen zu
ermoglichen, wurden diese durch mechanische Scherkrifte mit Hilfe von Auf- und
Abpipettieren zerbrochen. Die Suspension wurde durch ein Nylonnetz (100 pm

Maschenweite) filtriert, um die Bruchstiicke der Samenkandle von den ausgespiilten
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Keimzellen zu trennen. Die Zellen wurden pelletiert (10 min, 5.000 g, 4 °C) und

weiterverwendet (2.9.2).

PBS":

Phosphatpuffer PB (pH 7,4)
10 mM Na,HPO4

1,8 mM KH,POy4

Dem Phosphatpuffer wurden folgende Salze zugesetzt:
150 mM NaCl

5 mM KCl

2 mM MgSOq4

1,3 mM CaCl,

30 mM Glukose

2.9.2 Isolierung von polyadenylierter RNA

Es wurde das ,,Fast Track 2.0-Kit (Invitrogen, Groningen/Niederlande) verwendet und dem
Protokoll des Herstellers gefolgt. Die polyadenylierte RNA wird durch Bindung an Oligo-dT-
Zellulose affinitdtschromatographisch gereinigt (Aviv & Leder, 1972). Die RNA wurde nach
Elution vom Chromatographiematerial mit Ethanol geféllt und bei —80 °C aufbewahrt. Aus
dem Riechepithel von 20 Méusen konnten etwa 8 pg, aus 6 Maus-Hoden etwa 90 pg Poly
(A)" RNA isoliert werden. Die RNA wurde fiir Northernblots (2.9.4) bzw. cDNA-Synthesen
(2.10) verwendet.

2.9.3 Trennung von RNA durch Gelelektrophorese

Die RNA (10 pg) (2.9.2) wurde in 4,2 pl DEPC-Wasser aufgenommen. Davon wurden 0,4 pl
zur Konzentrationsbestimmung photometrisch vermessen (2.5.3.3). Die restliche Probe wurde
jeweils mit 12,9 pl RNA-Denaturierungspuffer versetzt und 10 min bei 60 °C inkubiert.
Danach wurden 3,4 ul 10 x RNA-Probenpuffer zugesetzt. Die Proben wurden auf ein
denaturierendes Formaldehyd-Agarosegel gegeben (1,1 % Formaldehyd, 1,2 % Agarose in 1
x MOPS-Puffer). Zusitzlich wurden 3,75 pl RNA-Standard mit 3,4 pl RNA-Probenpuffer
und 1 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) vermischt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
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bei einer Spannung von 50 - 55 V fiir 4 h. Danach wurde das Gel zweimal mit DEPC-Wasser
gespiilt und die RNA auf eine Membran transferiert (2.9.4).

DEPC-Wasser: Bidest. Wasser wurde mit 0,01 % DEPC versetzt, i.N. geriihrt und
anschlieBend autoklaviert (60 min, 121 °C).

Verwendeter RNA-Standard (in kB): 9,49, 7,49, 4,40, 2,37, 1,35, 0,24 (1 pg/ul; GIBCO BRL,

Eggenstein).

1 x MOPS-Puffer: 10 x RNA-Probenpuffer: RNA-Denaturierungspuffer
20 mM MOPS pH 7,0 50 % Glycerin 1,29 x MOPS-Puffer

1 mM EDTA pH 8,0 10 x TAE-Puffer 8,36 % Formaldehyd

5 mM Natriumacetat 0,25 % Bromphenolblau 64,5 % Formamid

0,25 % Xylencyanol

2.9.4 Transfer von RNA auf Membranen (,,Northernblot*)

Der Transfer von RNA auf Membranen (,,Northernblot“) wurde durchgefiihrt, wie von
Meinkoth & Wahl (1984) beschrieben. Die RNA wurde, wie in 2.8.1.1 fiir DNA beschrieben,
durch gerichtete Diffusion mit 20 x SSC auf eine Membran (,,Qiabrane®) transferiert und
durch Bestrahlung mit UV-Licht immobilisiert. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h bei
80 °C ,,gebacken®. Die immobilisierte RNA wurde zur Hybridisierung eingesetzt (2.9.6).

2.9.5 Herstellung markierter RNA-Sonden

Fir die Herstellung von RNA Sonden wurden in dieser Arbeit rekombinante Klone von
pBISH verwendet (2.3.2). Die entsprechenden cDNA-Fragmente der Duftstoffrezeptoren
wurden durch Restriktion mit EcoRI und HindlIl aus den pBluescript-Klonen
herausgeschnitten und in pBISH umgesetzt.
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2.9.5.1 Radioaktive Markierung von RNA-Sonden

Radioaktive RNA-Sonden wurden durch in vitro-Transkription (IVT) hergestellt. Das zu
transkribierende Plasmid wurde fiir eine Transkription mit T7-RNA-Polymerase durch
HindIIl und fiir eine Transkription mit T3-RNA-Polymerase durch EcoRI linearisiert. Es
wurden die in vitro-Transkriptions-Chemikalien von Promega (Heidelberg) verwendet und
dem Protokoll des Herstellers gefolgt. Die Transkription wurde zunichst in einem 10 pl-
Ansatz getestet und durch Gelelektrophorese (2.5.4) {iberpriift. Bei erfolgter Transkription
wurde eine in vitro-Transkription in einem 20 pl-Ansatz durchgefiihrt. Die Anséitze wurden 3
h bei 37 °C inkubiert.

Ein 20 pl Transkriptionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

DNA 1pg
DTT 10 mM
Transkriptionspuffer (Promega) 50 mM Tris/HCl, pH 7,5, 6 mM MgCl,,

2,0 mM Spermidin, 10 mM NaCl

ATP, GTP, UTP 0,5 mM
[o**P]-CTP (800 Ci/mmol) 6,25 pM
RNA guard (Pharmacia) 18,25U

T7- bzw. T3-RNA-Polymerase (Promega) 20U

Die Matrizen-DNA wurde durch 7 U RNasefreie DNase (Roche) fiir 30 min bei 37 °C
abgebaut. Nicht eingebaute Nukleotide wurden durch Filtration mit einem ,,Centricon 10%-

Konzentrator (Amicon, Witten) entfernt.
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2.9.5.2 Nicht-radioaktive Markierung von RNA-Sonden

2.9.5.2.1 Digoxigenin Markierung von RNA-Sonden

Digoxigenin-Markierung fiir in situ Hybridisierungs-Experimente

Ein 30 pl Transkriptionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

DNA 1ug
DTT 10 mM
Transkriptionspuffer (Promega) 50 mM Tris/HCl, pH 7,5, 6 mM MgCl,,

2,0 mM Spermidin, 10 mM NaCl

ATP, CTP, GTP, 1 mM
UTP 0,65 mM
Dig-UTP 0,35 mM
RNA guard (Pharmacia) 18,25U

T7- bzw. T3-RNA-Polymerase (Promega) 20U

Zur Kontrolle der Transkription wurde 1 pl des Ansatzes auf ein 1 % iges Agarosegel
aufgetragen. War die Transkription erfolgreich, wurde die Matrizen-DNA durch 7 U
RNasefreie DNase (Roche) fiir 30 min bei 37 °C abgebaut. Die RNA-Sonde wurde durch
Zugabe von 4 ul 4 M LiCl, 4 pl 0,5 M EDTA pH 8.0 und 125 pl Ethanol prézipitiert und
durch Zentrifugation pelletiert (30 min, 18.300 g, 4 °C). Die RNA-Sonde wurde mit 70 %
Ethanol gewaschen und in 50 ul TE resuspendiert.
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2.9.5.2.2 Psoralen-Biotin Markierung von RNA-Sonden

Psoralen-Biotin Markierung von RNA-Sonden fiir Northern-Blot-Experimente

Die Ansitze flr diese Markierung waren identisch mit den Ansitzen fiir die Digoxigenin-
Markierung, mit der Ausnahme, da3 nur unmarkierte Nukleotide (ATP, CTP, GTP, UTP alle
1 mM) eingesetzt wurden. Zur Kontrolle der Transkription wurde 1 pl des Ansatzes auf ein 1
% iges Agarosegel aufgetragen. War die Transkription erfolgreich, wurde die Matrizen-DNA
durch 7 U RNasefreie DNase (Boehringer, Mannheim) fiir 30 min bei 37 °C abgebaut. Die
Ansdtze wurden durch Zugabe von TE auf ein Volumen von 100 pl gebracht und
Phenol/Chloroform extrahiert. Die RNA-Sonde wurde durch Zugabe von 10 pl 5 M
Ammoniumacetat pH 4.8 und 100 pl Isopropanol prézipitiert und durch Zentrifugation
pelletiert (1 h, 18.300 g, 4 °C). Die RNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und in 50 ul TE
resuspendiert. Die RNA Konzentration wurde photometrisch bestimmt (2.5.3.3). Die
Markierung der RNA-Sonde wurde unter LichtausschluB in einer nicht beschichteten
Mikrotiterplatte in einem Volumen von 11 pl durchgefiihrt. Bei der Markierung wurde nach
den Angaben des Herstellers verfahren (Ambion, BrightStar Psoralen-Biotin Nonisotopic

Labeling Kit).

Ansatz:
DNA: 500 ng/(10 pl)
Psoralen-Biotin Reagenz: 1 pl

Durch Bestrahlung mit einer UV Lampe (UV-21 Compact UV Lamp, 365 nm, 4 Watt) auf Eis
fiir 1 h wurde das Psoralen-Biotin Reagenz kovalent an die RNA-Sonde gekoppelt. Nicht
gebundenes Psoralen-Biotin wurde durch zweimalige Extraktion mit H,O-geséttigtem n-

Butanol entfernt.
2.9.5.3 Test der Markierung von nicht-radioaktiv markierten RNA-Sonden

Es wurden unterschiedliche Mengen der Psoralen-Biotin- bzw. Digoxigenin-markierten RNA-
Sonde auf eine Nylonmembran (,,Qiabrane*) aufgetropft. Die Nukleinsduren wurden auf den
Nylonmembranen mit einem ,,Stratalinker* (Stratagene, Heidelberg) durch UV-Licht (A=254
nm, 0,12 J/cm?) immobilisiert. Der Nachweis der Psoralen-Biotin markierten RNA-Sonde

wurde mit den Losungen des BrightStar” BioDetect  Systems (Ambion) nach Angaben des
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Herstellers durchgefiihrt und wird hier nur kurz beschrieben. Die Membran wurde zunéchst
mehrfach alternierend mit dem Blockierungsreagenz und dem Waschpuffer inkubiert. Die
Sonde wurde mit einem Streptavidin-Alkalische Phosphatase Konjugat nachgewiesen (30
min, RT, 1: 40.000). Die Membran wurde erneut blockiert und gewaschen. Die Detektion der
Sonde erfolgte mit Hilfe von Chemilumineszenz nach Applikation des Phosphatase Substrates
CDP-Star (Ambion) durch Schwirzung eines Rontgenfilms.

Fiir den Nachweis der Digoxigenin markierten RNA-Sonden wurde die Membran zunéchst
kurz in Puffer 1 (1 min) gewaschen und anschlieBend in Puffer 2 (30 min) blockiert. Zum
Nachweis der Sonde wurde die Membran mit einem anti-Digoxigenin Fy, Fragment-
Alkalische Phosphatase Konjugat (Boehringer, 1: 5.000 verdiinnt in Puffer 2) fiir 1 h
inkubiert. Die Membran wurde in Puffer 1 (10 min) und in Puffer 3 (1 min) gewaschen. Die
Detektion erfolgte nach Zugabe des Substrates der Alkalischen Phosphatase durch einen

violetten Farbniederschlag. Die Reaktion wurde mit TE gestoppt.

Puffer 1: Puffer 2: Puffer 3:
0,1 M Tris/HCl pH 7,5 Puffer 1/0,5 % Blocking 0,1 M Tris/HCI1 pH 9,5
150 mM NaCl Reagenz (Boehringer) 100 mM NaCl

50 mM MgCl,

2.9.6 Hybridisierung immobilisierter RNA mit RNA-Sonden

Die Hybridisierung immobilisierter RNA mit RNA-Sonden erfolgte wie in 2.8.1.4
beschrieben. Die Prihybridisierungslésung (Ambion, ULTRAhyb ) enthielt jedoch zusitzlich
50 % Formamid. Die Préhybridisierung erfolgte fiir 2 h bei 68 °C. Die immobilisierte RNA
wurde mit der radioaktiv markierten Sonde (1 x 10° cpm/ml) bzw. mit Biotin markierten
Sonden (~ 5 ng/ml) jeweils gelost in der Prahybridisierungslosung i.N. bei 68 °C hybridisiert.
Die Membran wurde zweimal fiir 5 min bei 68 °C mit 2 x SSC, 0,1 % SDS und dreimal 15
min bei 68 °C mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen. Der Nachweis der radioaktiv markierten
Sonde erfolgte durch Autoradiographie (2.8.1.4). Der Nachweis der Psoralen-Biotin
markierten Ribosonde wurde wie in 2.9.5.3 beschrieben durchgefiihrt.
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2.9.7 In situ Hybridisierung

2.9.7.1 Einbettung von Maus-Hoden in Paraffin

Fiir die in situ Hybridisierung (2.9.7.2) sowie fiir immunhistochemische Nachweise (2.19.4)
wurden Hoden der Maus (adult und pripubertir) mit Bouin’scher Fixierlosung (Bouin, 1897)
immersionsfixiert und in Paraffin eingebettet (Romeis B., Mikroskopische Technik, 1968).
Bei diesem Verfahren wird die wiéssrige Losung aus dem Gewebe entfernt und zur besseren
Gewebserhaltung durch Paraffin ersetzt. Die Hoden der Maus wurden entnommen (2.9.1.2)
und mit einer Kaniile an beiden Polen angestochen, damit das Fixiergemisch effizienter
infiltrieren konnte. Die Hoden wurden 15 min ,anfixiert”, in zwei Hélften geschnitten und

entweder fiir weitere 15 min bei RT oder ii.N. bei 4 °C fixiert.

Entwisserung des Gewebes

Losungsmittel Temperatur Dauer

70 % Isopropanol 4°C i.T. 4 x wechseln
80 % Isopropanol 4°C i.N. 2 x wechseln
90 % Isopropanol 4°C i.T. 2 x wechseln
100 % Isopropanol 4°C i.N. 2 x wechseln
50 % Isopropanol/50 % Paraffin | 60 °C i.T. 5 x wechseln
100 % Paraffin 60 °C i.T. 4 x wechseln

Die Paraffin-Blocke wurden langsam bei RT abgekiihlt und anschlieBend bei 4 °C
aufbewahrt.

Mit einem Mikrotom (Reichert & Jung, Modell 1130; Messer ,,S“ und Halter von Feather,
Japan) wurden fiir die Immunhistochemie 6 um diinne und fiir in situ Hybridisierungen 4 pm
diinne Querschnitte von Maus-Hoden angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttriger
aufgezogen und Gi.N. bei 45 °C getrocknet.

35



2.9.7.2 In situ Hybridisierung an paraffineingebetteten Maus-Hodenschnitten

Fir die in situ Hybridisierung wurden die Hodenschnitte auf silanisierte Objekttrager

aufgezogen.

Silanisierung:
Die Objekttriger wurden 10 min in Ethanol gewaschen und bei 150 °C getrocknet. Die
Objekttrager wurden 15 min silanisiert (250 ml Aceton, 5 ml Silan, Sigma). AnschlieBend

wurden die Objekttriger 10 min in Aceton sowie 10 min in H,O gewaschen und {i.N. bei 60

°C getrocknet.

Vorbereitung der paraffineingebetteten Gewebeschnitte fiir eine in situ Hybridisierung:

Losungsmittel Dauer
Roticlear 2x 15 min
100 % Ethanol 2 x 5 min
95 % Ethanol 1 min

80 % Ethanol 1 min

60 % Ethanol 1 min

10 % H,05 in 60 % Methanol 2 x 20 min
4 % Paraformaldehyd in PBS 20 min

0,2 N HCl in PBS 20 min
Triethanolamin (Sigma) (100 mM) |3 min

pH 8,0

Essigsdureanhydrid 0,25 % 15 min
Proteinase K (Roche) 2 pg/ml 30 min
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Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte je zweimal 5 min mit PBS gewaschen.
Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Ethanolreihe (60 %, 80 %, 95 %, 100 %) fiir je 2
min entwassert. Die Schnitte wurden 5 min in Chloroform inkubiert und getrocknet. Danach
wurden die Schnitte wieder in wéssriges Losungsmittel iiberfiihrt (95 %, 80 %, 60 % Ethanol
je 2 min) und fiir 20 min in 0,1 % Triton X-100 in PBS inkubiert. Die Schnitte wurden 2 x 5
min in PBS gewaschen und anschlieBend bei 50 °C fiir 1 h in einer feuchten Kammer (20 x
SSC) prahybridisiert (50 % Formamid, 4 x SSC, 1 x Denhardt’s Losung, 125 pg/ml t-RNA
und gescherte, einzelstringige Heringssperma-DNA). Die Hybridisierung erfolgte @i.N. in
Prahybridisierungslosung, die zusétzlich 10 % Dextransulfat und 0,5 pg/ml Digoxigenin-
markierte RNA-Sonde enthielt, bei 50 °C in einer feuchten Kammer (20 x SSC). Vor der
Hybridisierung wurde die RNA-Sonde 10 min bei 70 °C denaturiert. Die Schnitte wurden 20
min in 1 x SSC/50 % Formamid, 30 min in 2 x SSC und 30 min in 0,2 x SSC bei 50 °C
gewaschen. Die Detektion der gebundenen RNA-Sonde erfolgte mit einem anti-Digoxigenin-
Antikorper, der an alkalische Phophatase gekoppelt war (Roche). Die Schnitte wurden kurz in
Puffer I (1 min) gewaschen, 30 min abgeséttigt (Puffer I, 0,5 % Blocking Reagenz, Roche)
und erneut in Puffer I gewaschen. Es folgte die Antikorperinkubation (1: 500 in Puffer I) i.N.
bei 4 °C in einer feuchten Kammer (Puffer I). Die Schnitte wurden in Puffer I (3 x 15 min)
und in Puffer III (2 min) gewaschen und mit der Farbelosung inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Waschen der Schnitte in PBS abgestoppt. Die Schnitte wurden anschlieBend in Eukitt
(Riedel-de Haén) eingedeckt.

Proteinase K Puffer: Puffer I: Puffer III:
50 mM Tris/HCI pH 7,4 100 mM Tris/HC1 pH 7,9 100 mM Tris/HCI pH 9,5
5 mM EDTA pH 7,4 150 mM NaCl 100 mM MgCl,

2.10 Synthese von komplementirer DNA (cDNA)

RNA (5 pg Gesamt-RNA oder 1 pg Poly (A)" RNA) wurden zunichst DNAse behandelt (5
U, 1 h, 37 °C). Hierdurch sollten Kontaminationen von genomischer DNA entfernt werden.
Der Ansatz wurde zweimal Phenol/Chloroform-extrahiert (2.5.1) und Ethanol prézipitiert
(2.5.2).

Etwa 70 ng der DNAse behandelten RNA wurden fiir eine Kontroll-PCR aufbewahrt. Bei der
Verwendung von genspezifischen Primern zum Start der cDNA-Synthese wurde die AMV-

Reverse Transkriptase (Roche) bei einer Synthese Temperatur von maximal 55 °C eingesetzt.
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Bei der Verwendung des Oligo-(dT);s Primers oder hexameren Oligonukleotiden (,,random
priming*) zum Start der cDNA-Synthese wurde die AMV bzw. M-MLV Reverse
Transkriptase bei einer Temperatur von 42 °C eingesetzt. Fiir die Synthesen wurde das
,,CDNA-Synthesis-Kit“ (GIBCO BRL) verwendet und das Protokoll des Herstellers befolgt.
Mit Hilfe des ,,cDNA-Purification Kit‘s“ (Roche) wurden die Primer abgetrennt.

Als Kontrolle fiir eine mogliche Kontamination der RNA-Préparation mit genomischer DNA
wurde eine PCR (45 Zyklen) mit der DNAse behandelten RNA als Matrize durchgefiihrt.
Hierfiir wurden Actin Primer verwendet, die im gleichen Exon des Beta-Actin-Gens der Maus
binden (# 2311/# 1190).

Zur Kontrolle der cDNA Synthese wurde eine PCR (mit 25 Zyklen) mit Primern gegen das B-
Actin-Gen (# 1190/# 736) durchgefiihrt. Diese Primer iiberspannen ein Intron, so dal man
eine Amplifikation mit cDNA bzw. genomischer DNA als Matrize unterscheiden kann.

2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit der PCR (Mullis ef al., 1986) konnen DNA-Fragmente spezifischer Linge und Sequenz
amplifiziert werden. Die Matrizen-DNA (,,Template) wurde hitzedenaturiert und mit
geeigneten Oligonukleotiden (,,Primern®) hybridisiert. Die Primer wurden mit Hilfe einer

hitzestabilen Polymerase (Taq-Polymerase, Roche) verlingert.

2.11.1 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesizer 391 (Applied Biosystems) synthetisiert.
Fiir die Reinigung der Oligonukleotide wurde das Saulenmaterial in Ammoniak tiberfithrt und
15 h bei 55 °C inkubiert. Das Sdulenmaterial wurde durch Zentrifugation abgetrennt (1 min,
17.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde lyophilisiert. Die Oligonukleotide wurden in H,O
resuspendiert und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 sowie dem dreifachen
Volumen Ethanol gefillt. Das Oligonukleotid-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen. Die
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang aufgefiihrt.
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2.11.2 Bedingungen fiir die PCR

Als Matrizen-DNA wurden 1 bis 10 ng Plasmid-DNA oder 10 bis 20 ng einzelstringige
c¢cDNA verwendet. Die Reaktionen wurden in einem "DNA Thermal Cycler" (Perkin Elmer)
oder in einem "TRIO-Thermoblock” (Biometra) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde
zundchst fiir 4 min bei 94 °C denaturiert und dann fiir 15 - 50 Zyklen folgendermallen
inkubiert:

Zyklusschritt Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 50 sek
Hybridisierung | (je nach Primer) 50 sek
Polymerisierung |72 °C 1 min pro 1000 BP

Die Hybridisierungstemperatur wurde so gewihlt, da3 sie der niedrigeren Schmelztemperatur
der beiden Primer entsprach. Die Schmelztemperatur (Tm) der Primer wurde anhand der

folgenden Formel bestimmt:

Tm = (G/C) x 4 °C + (A/T) x 2 °C - Fehlbasenpaarung x 4 °C

AnschlieBend wurde ein verléngerter Polymerisationsschritt (final extension: 5 - 10 min, 72
°C) durchgefiihrt, um nicht vollstindig synthetisierte Fragmente aufzufiillen. Die Enden von
PCR-Fragmenten, die ohne vorherige Restriktion in Plasmidvektoren subkloniert werden
sollten, wurden zundchst mit Klenow-Enzym gegléttet (2.6.2.1) und dann phosphoryliert
(2.6.2.2).
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2.11.2.1 PCR mit Plasmid-DNA als Matrize

Ein 100 pl PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:
1 - 10 ng Plasmid-DNA
je 300 ng spezifischer Primer
10 ul 10 x PCR-Puffer fiir die jeweilige Polymerase
1 pl 20 mM dNTP
1 - 2,5 U hitzestabile Polymerase
Es wurden maximal 15 Zyklen durchgefiihrt.

2.11.2.2 Verschachtelte PCR (,,nested PCR*) mit cDNA als Matrize

Diese PCR wurde zur Klonierung seltener Sequenzen aus cDNA (2.10) eingesetzt. Es wurden
zwei Oligonukleotidpaare verwendet. Das zweite ,innere” Primerpaar lag innerhalb der
Nukleinsduresequenz, die durch das erste ,,duBere* Oligonukleotidpaar begrenzt wird. Nach
einer ersten PCR (45 Zyklen) mit dem ,,dulleren” Oligonukleotidpaar wurde mit 1/10 des
Ansatzes eine zweite PCR (45 Zyklen) durchgefiihrt, bei der die beiden ,inneren“

Oligonukleotide verwendet wurden.

2.11.2.3 Amplifikation von Sequenzen mit einem hohen Anteil an GC-Nukleotiden

Zur Amplifikation von cDNA-Molekillen der GC-D wurde zusétzlich ein spezielles PCR
System verwendet (,,GC-Rich PCR System®, Roche). Es wurden PCR-Reaktionen ohne, mit
0,5 M oder mit 1 M resolution solution durchgefiihrt. Es wurde je 1 U Polymerase in einem
25 pl Ansatz eingesetzt. Die Reaktionen wurden nach Herstellerangaben angesetzt. Die

Bedingungen der PCR sind 2.11.2 zu entnehmen.

2.11.2.4 Reinigung der PCR-Produkte
PCR-Produkte wurden durch Phenolextraktion (2.5.1) und Ethanol-Prizipitation (2.5.2)

gereinigt. Um PCR-Produkte in Plasmidvektoren zu klonieren, wurde die gereinigte DNA auf
ein Agarosegel aufgetragen (2.5.4) und die Fragmente aus dem Gel isoliert (2.5.5).
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2.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte mit einem Sequenziergerit (,,LICOR DNA Sequencer Long
ReadIR 4200" von MWG-Biotech, Ebersberg). Die Sequenziermethode beruht auf der
Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977). Die DNA-Markierung erfolgte durch
eine PCR (2.11) mit IRD800-Fluorophor-markierten Oligonukleotiden (2.12.2). Zur
Sequenzauswertung wurde die Software des Herstellers sowie die Programme PC/Gene und

PC/Supp (Dr. W. Bonigk) eingesetzt.

2.12.1 Sequenzierreaktion

Es wurde das ,,Thermo Sequenase*“-Kit von Amersham (Little Chalfont/England) verwendet
und dem Protokoll des Herstellers gefolgt. Pro kB der zu sequenzierenden DNA wurden ca.
100 ng DNA eingesetzt. 1,2 pmol IRD800-Fluorophor-markierter Primer wurden zugefligt.
Zur Relaxation der Matrizen-DNA wurde der Ansatz mit 0,7 pul 50 % DMSO versetzt und
anschlieBend mit Wasser auf ein Endvolumen von 7 ul aufgefiillt. Der Ansatz wurde zu je 1,5
ul auf vier PCR-ReaktionsgefaBe aufgeteilt. Je 0,75 pl der vier Terminationsmixe wurden mit
dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und jeweils zu einem der vier 1,5 pl-Aliquots
gegeben. Die Ansédtze wurden mit 20 pl ,,Chill-out 14 Liquid“-Wachs (MJ Research)
iiberschichtet und in der PCR (2.12.2) eingesetzt. Zur Sequenzierung von G/C-Nukleotid
reicher DNA wurde das SequiTherm EXCEL II Sequenzier Kit (BIOzym) verwendet. Pro kB
der zu sequenzierenden DNA wurden ca. 100 ng DNA eingesetzt. Zu der DNA wurden 4 pl
Sequenzierpuffer, 1,1 ul IRD800-Fluorophor-markierter Primer (2 pmol/ul) gegeben und der
Ansatz mit H,O auf 7,8 pl aufgefiillt. Hierzu wurden 0,5 pl SequiTherm EXCEL II DNA
Polymerase (5 U/ul) pipettiert und je 2 pl dieses Ansatzes zu je 1 pl der vier
Terminationsmixe gegeben. Die Ansitze wurden mit 20 ul ,,Chill-out 14 Liquid“~-Wachs (MJ
Research) iiberschichtet und fiir eine PCR (2.12.2) verwendet.

2.12.2 PCR zur Sequenzierung

Die PCR wurde mit den Sequenzieransitzen (2.12.1) unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt: 2 min 94 °C, 32 Zyklen (50 sec bei 94 °C, 50 sec bei 53 °C und 1 min bei 70
°C). Nach der PCR wurden die Ansitze mit 3 pl Stoppuffer gemischt. Es wurde der
Stoppuffer des Sequenzierkits (2.12.1) von Amersham (Little Chalfont/England) benutzt, dem
Xylencyanol in einer Endkonzentration von 0,2 % zugesetzt wurde. Die Proben wurden auf
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ein Sequenziergel (2.12.3) aufgetragen. Fiir die Sequenzierung wurden die Sequenzieroligos #
9001 (hybridisiert an den T3 Promoter) und # 9002 (hybridisiert an den T7 Promoter)

verwendet.

2.12.3 Acrylamid-Gelelektrophorese zur Sequenzierung

Es wurden 60 ml einer 4,6 % Gellosung (s.u.) mit 350 pl 10 % APS und 50 pl TEMED
versetzt. Die Gellosung wurde mit einer Plastikspritze zwischen die Gelplatten eingebracht
und dabei durch einen Sterilfilter (PorengroBe 0,45 pm) gedriickt. Ein Plastikkamm wurde in
das Gel eingeschoben, um eine glatte Oberfliche zu erzeugen. Nach 1 h war die
Polymerisation der Gellosung abgeschlossen. Nach dem Befestigen des Gels in der Kammer
des LICOR-Gerites wurden die Pufferkammern mit 1 x TBE gefiillt. Nach einem Vorlauf (30
min) wurden je 1,6 pl der PCR-Proben (2.12.2) mit Hilfe eines "Haifischzahn"-Kamms
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte ii.N bei 45 W und 45 °C. Die Leseweiten betrugen
zwischen 600-1000 Bp.

10 x TBE: 1,34 M Tris, 25 mM EDTA, 450 mM Borsiure pH 8,5

4,6 % Gellosung (60 ml): 21 g Harnstoff, 5 ml 10 x TBE, 0,5 ml DMSO, 30,5 ml Wasser und
5,6 ml Acrylamid (,,Rapid Gel XL* von USB, Bad Homburg)

2.13 Chromosomale Lokalisierung von Genen mit Hilfe des ,radiation hybrid

mappings“ (Goss & Harris, 1975)

Die Lokalisierung von Genen mit dieser Methode erfolgte durch PCR, bei der genomische
DNA aus Hybrid-Zellen als Matrize verwendet wurde. Zur Erzeugung dieser Hybrid-Zellen
wurde die genomische DNA der Spenderzellen mit Rontgenstrahlen fragmentiert. Diese
genomischen DNA-Fragmente wurden mit Empfinger-Zellen fusioniert. Es entstanden
unterschiedliche Zelllinien, die sich durch integrierte genomische-Fragmente der Spenderzelle
unterschieden. Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Goodfellow T31 Panel (Research
Genetics, Huntsville, AL) wurden embryonale Primérzellen (129aa) als Spenderzellen und
eine Hamster Zelllinie (A23) als Empfangerzellen zur Erzeugung der Hybride eingesetzt
(McCarthy et al., 1997). Die Bestrahlung der Spenderzell-DNA mit 3000 Rad erzeugte DNA-
Fragmente von durchschnittlich 9,8 Mb Linge. Der T31 Panel umfaf3t 100 unterschiedliche
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Zelllinien. Bevor PCR-Versuche mit der genomischen DNA der Hybrid-Zellen durchgefiihrt
werden konnten, muflten Kontroll-PCR’s gemacht werden, um die Spezifitit der Primer zu
verifizieren. Es wurde genomische DNA aus Maus-, Hamster- und einer Mischung aus Maus-
und Hamsterzellen als Matrize eingesetzt. Wurde nur mit der Mauszell-genomischen-DNA
und dem Mix beider genomischen DNA‘s das erwartete Fragment amplifiziert, konnten die
Primer verwendet werden. Mit der genomischen DNA der unterschiedlichen Zelllinien als
Matrize wurden PCR-Reaktionen durchgefiihrt und es wurde ein spezifisches Bandenmuster
erhalten. Die Auswertung wurde mit Hilfe des servers des Whitehead Institutes, MIT
(Massachusetts Institute of Technology; http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/mouse_rh/rhmap-auto/thmapper.cgi, Multipoint Analyse, Boehnke et al, 1991)
durchgefiihrt. Eine hoher aufgeloste chromosomale Lokalisierung des Markers, der am
nichsten zum untersuchten Gen liegt, wurde mit der Software des servers des NCBI (National
Center for Biotechnology Information, http://www ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/Entrez/hum_srch?chr=mouse_chr.inf) erzielt.

PCR-Bedingungen:
Zyklusschritt | Temperatur Dauer
Denaturierung |94 °C 35 sec
Primerbindung |60 °C (TORSI) 35 sec
Synthese 72 °C 40 sec

Dieser Zyklus wurde fiir Rezeptor TORS! 35 mal wiederholt. Fiir TORSI wurden in den
Versuchen die Primer # 2512/# 2513 verwendet.

Die PCR-Reaktionen (10 pl) wurden zu Beginn 4 min bei 94 °C denaturiert und nach
Beendigung der Zyklen wurden die Fragmente fiir 2 min bei 72 °C aufgefiillt. Der gesamte
PCR-Ansatz wurde in einem 1 % igen Agarosegel aufgetrennt (2.5.4).
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2.14 Membranproteinpriiparationen

2.14.1 Priparation von Membranproteinen aus COS-1 Zellen

Fiir die heterologe Expression von Proteinen in COS-1 Zellen wurde das Plasmid pSVL
(Pharmacia) eingesetzt (2.3.2). Die Zellen von einer & 9 cm Schale wurden am 2. Tag nach
der Transfektion 3 x mit jeweils 5 ml PBS gewaschen, mit einem Gummispatel abgeschabt
und zentrifugiert (15 min, 300 g, 4 °C). Dann wurden die Zellen in 2 ml Puffer A
resuspendiert und in einem Teflon-Glas-Homogenisator lysiert. Zellreste und Zellkerne
wurden durch Zentrifugation entfernt (7 min, 100 g, 4 °C). Der 15sliche Uberstand wurde auf
Eis belassen. Das Pellet wurde erneut in 1 ml Puffer A resuspendiert, homogenisiert und
zentrifugiert (7 min, 100 g, 4 °C). Die 18slichen Uberstinde der beiden Zentrifugationen
wurden vereinigt und ultrazentrifugiert (20 min, 50.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde zum
hypertonischen Waschen in 1 ml Puffer B resuspendiert und dann ultrazentrifugiert. Das
Pellet wurde in 100 pl Puffer C aufgenommen und bei —80 °C gelagert. Die Konzentration an
Protein wurde durch die Amidoschwarz-Methode (2.15.2) bestimmt. Die Ausbeute betrug ~

300 pg Protein pro & 9 cm Schale.

Puffer A (hypotonisch):
20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20 mM HEPES/NaOH pH 7,4 mit
Proteaseinhibitoren (mammalian Protease Inhibitor Cocktail mPIC 1: 400)

Puffer B (hypertonisch): wie Puffer A, jedoch 500 mM NaCl

Puffer C (isotonisch): wie Puffer A, jedoch 150 mM NaCl und 2 % Triton X-100

2.14.2 Priparation von Membranen aus Hoden sowie Nebenhoden-Spermien der Maus

Die Hoden von Miusen wurden, wie unter 2.9.1.2 beschrieben, prapariert.

Die Nebenhoden von Méusen wurden prépariert (2.9.1.2) und mit einer Schere in kleine
Stiicke zerschnitten. Diese Stiicke wurden in PBS™ (je 2 ml/Nebenhoden) unter stindigem
Invertieren fiir 2 — 3 h bei RT inkubiert. Die Nebenhoden-Spermien wurden so aus dem
Nebenhoden ausgespiilt. Die Nebenhoden-Spermien wurden entweder pelletiert (10 min,
1.000 g, 4 °C) und fiir eine Membranpriparation eingesetzt oder direkt fiir

immunzytochemische Nachweise verwendet (2.19.3).
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Die Hoden bzw. Spermien wurden in Puffer A ohne DTT (2.14.1) resuspendiert. Die

eingesetzten Volumina betrugen:

1 ml Puffer A fiir einen Maus-Hoden bzw. Nebenhoden-Spermien aus 4 Nebenhoden.

Die Zellen wurden mit einem Glas-Teflon-Homogenisator aufgebrochen, zweimal
abwechselnd eingefroren und aufgetaut und 3 x 10 sek ultrabeschallt. Zellreste und Zellkerne
wurden durch Zentrifugation entfernt (7 min, 100 g, 4 °C). Das Pellet wurde erneut in Puffer
A resuspendiert, homogenisiert, zweimal abwechselnd eingefroren und aufgetaut und
ultrabeschallt (3 x 10 sek). Zellreste und Zellkerne wurden erneut durch Zentrifugation
entfernt (7 min, 100 g, 4 °C). Die Uberstiinde der beiden Zentrifugationsschritte wurden
ultrazentrifugiert (20 min, 50.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde in Puffer B (siehe oben, ohne
DTT) resuspendiert und ultrazentrifugiert (20 min, 50.000 g, 4 °C). Die Membranen wurden
in Puffer C mit 1 % Triton X-100 resuspendiert.

Die Ausbeute an Proteinen betrug:

Maus-Spermien (4 Nebenhoden) ~ 400 pg und Maus-Hoden (2 Hoden) 7 mg.

2.15 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen
2.15.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Es wurde das ,Protein Assay“-Farbreagenz von BioRad (Miinchen) verwendet. Die zu
vermessende Proteinprobe wurde mit Wasser auf ein Volumen von 800 pl aufgefiillt und mit

200 pl Farbreagenz vermischt. Danach wurde die ODsos bestimmt. Eine Kalibrierungskurve
wurde mit BSA (NEB, Schwalbach) erstellt. Im linearen Bereich der Kalibrierungskurve (1 -
10 pg Protein) entspricht eine ODsos von 0,06 ca. 1 ug BSA.
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2.15.2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Die Konzentration von Proteinlosungen, die Detergentien oder Lipide enthalten, kann nicht
durch die Methode nach Bradford (2.15.1) bestimmt werden. Die Protein-Konzentration
solcher Proben wurde mit der Amidoschwarz-Methode bestimmt. Dabei wurde der
»~Amidoschwarz 10B“-Farbstoff von Merck (Darmstadt) verwendet. Die zu vermessende
Probe wurde mit Wasser auf 200 pl aufgefiillt und mit 20 pl 10 % SDS vermischt, um
Proteine zu solubilisieren. Danach wurden 30 pl 1 % SDS, 1 M Tris/HCI pH 7,5 hinzu
gegeben. Nach dem Mischen wurden 60 pl 104 % (w/v) TCA zur Fillung der Proteine hinzu
gegeben und der Ansatz nochmals gemischt. Die Proben wurden 30 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben auf einen Membranfilter (Filter HA, Porengroe 0,45 um
von Millipore, Eschborn), der zuvor mit 3 x 1 ml 6 % TCA gewaschen wurde, aufgetragen.
Die Filter wurden erneut mit 3 x 1 ml 6 % TCA gewaschen und fiir 5 min mit Farbelosung
gefarbt. Danach wurden die Filter kurz mit Wasser gespiilt und dreimal fiir 1 min in
Entfarbelosung gelegt. Aus den getrockneten Filtern wurden die gefiarbten Filterbereiche
ausgeschnitten. Danach wurden die Filterstiicke in je 1 ml Elutionslosung fiir 20 min bei RT
geschiittelt. Es wurde die ODg3¢ bestimmt. Eine Kalibrierungskurve wurde mit BSA (NEB,
Schwalbach) erstellt. Im linearen Bereich der Kalibrierungskurve (1 - 15 pg Protein)
entspricht eine ODg3p von 0,03 ca. 1 pg BSA.

Férbel6sung: Entfirbelésung: Elutionslésung:
0,5 % Amidoschwarz B10 90 % Methanol 50 % Ethanol
45 % Methanol 2 % Essigsiure 25 mM NaOH
10 % Essigséure 50 uM EDTA

2.16 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach Laemmli (1970) getrennt. Fiir analytische Zwecke wurden ,Minigel Twin*“-
Elektrophorese-Kammern (GelmaBe: 0,15 x 8 x 10 cm) von Biometra verwendet. Die
Trennung erfolgte mit 15 mA im Sammelgel und 20 mA im Trenngel und dauerte ca. 90 min.

Es wurden 7,5 - 12,5 %ige Trenngele und 5,4 %ige Sammelgele verwendet.
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4 x SDS-Probenpuffer: 0,01 % Bromphenolblau, 4 % B-Mercaptoethanol, 50 % Glyzerin, 6,4
% SDS, 200 mM Tris/HCI pH 6,8
10 x SDS-Laufpuffer: 1,92 M Glyzin, 250 mM Tris, 1 % SDS

2.16.1 Verwendete Proteinmarker fiir die SDS-PAGE

Es wurden Marker von Pharmacia (Uppsala/Schweden) fiir den niedrigen (,LMW: Low
molecular weight calibration kit*) und den hohen (,, HMW: High molecular weight calibration
kit*) Molekulargewichtsbereich verwendet.

Niederer Molekulargewichtsbereich: 94, 67, 43, 30, 20 und 14,4 kD.

Hoher Molekulargewichtsbereich: 212, 170, 116, 76 und 53 kD.

2.16.2 Féirben von SDS-PAGE-Gelen mit der Coomassie-Blaufirbung

Das Farben von SDS-PAGE-Gelen wurde in Anlehnung an Meyer & Lamberts (1965)
durchgefiihrt. Es wurde der Farbstoff Coomassie Blue R 250 von Serva (Heidelberg)
verwendet. Die Gele wurden fiir 1 - 2 h oder ii.N. in Firbelosung gelegt. AnschlieBend
wurden die Gele bis zum Erreichen des gewlinschten Farbegrades in Entfiarbelosung gelegt
und auf Whatman-Papier getrocknet.

Férbelosung: 0,2 % Coomassie Blue R 250, 30 % Ethanol (vergillt), 10 % Essigsdure
Entfarbelosung: 30 % Ethanol (vergillt), 10 % Essigsédure

2.17 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Membranen (,, Westernblot*)

Die Proteine wurden in SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt (2.16) und in Anlehnung an Towbin et
al. (1979) auf PVDF-Membranen (,,Jmmobilon P* von Millipore, Eschborn) transferiert. Der
Transfer wurde bei 2,5 mA/cm’® in einem ,,Milliblot-Graphit-Elektroblot“-System Millipore
(Eschborn) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Der Transfer wurde durch
reversible Farbung der Proteine mit 0,2 % Ponceau S (Sigma, Deisenhofen) in 2 % Essigséure
iiberpriift. Gegebenenfalls wurde die Blotmembran in Streifen geschnitten. Die Streifen mit
den immobilisierten Proteinen wurden 1 h bei RT mit 5 % Magermilchpulver (Marke:
,Gliicksklee) oder i.N. bei 4 °C mit 1 % Magermilchpulver in PBS abgesittigt. Danach
wurden die Streifen zweimal flir jeweils 5 min mit PBS/0,02 % Tween-20 (Sigma,
Deisenhofen) gewaschen und fiir 1 h mit geeigneten Antikérperverdiinnungen in PBS/0,02 %
Tween-20 inkubiert. Die Membranstreifen wurden zweimal gewaschen und mit Zweit-
Antikorper (meist 1: 5.000 verdiinnt) in PBS/0,02 % Tween-20 fir 30 min inkubiert.
AbschlieBend wurde zweimal 5 min mit PBS/0,02 % Tween-20 und zweimal 5 min mit PBS
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gewaschen. Alle Schritte wurden (bis auf das Absittigen der Blotmembran) bei RT
durchgefiihrt. Die eingesetzten sekundéren Antikdrper (Amersham, Little Chalfont/England)
waren mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Der Nachweis der spezifischen Komplexe aus
Erst- und Zweitantikorper erfolgte mit dem SuperSignall ULTRA Chemiluminescent
Substrate (Pierce) nach Herstellerangaben. Fiir den photographischen Nachweis der
Lumineszenzsignale wurde ,JECL Hyperfilm“ des selben Herstellers verwendet.

Immobilisierte Proteine konnten nachtréglich durch Amidoschwarz geféirbt werden (2.15.2).

PBS (pH 7.4 - 7.5): 137 mM NacCl, 2,6 mM KCl, 10 mM Na;HPOy4, 1,8 mM KH,PO4

2.18 Heterologe Genexpression

2.18.1 Kulturbedingungen fiir HEK 293-Zellen und COS-1 Zellen

Fiir die heterologe Expression von cDNA wurde die menschliche, embryonale Nierenzell-
linie HEK 293 (HEK 293-Zellen) verwendet. Diese mit einem Adenovirus transformierten
Zellen wurden in dem Ndhrmedium M10 [Minimal Essential Medium (MEM), fotales
Kaélberserum (10 %), L-Glutamin (2 mM), Antibiotika/Antimykotika (1 %), nicht essentielle
Aminosduren (1 %), GIBCO BRL)] bei 37 °C, 5 % CO» und ~ 95 % Luftfeuchtigkeit in

Petrischalen (&J 9 cm) kultiviert. Die Verdopplungszeit der HEK 293-Zellen betrug ca. 24 h.

Bei einer Dichte von ~ 107 Zellen/& 9 cm Schale (entsprechend 90 % Konfluenz) wurden die
Zellen abgelost und auf neue Schalen verteilt. Dazu wurden die Zellen zunéchst mit 6 - 9 ml
PBS gewaschen und dann mit 1 ml Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %, GIBCO BRL) bei 37 °C
abgelost. Die Zellen wurden in 8§ - 10 ml M10-Medium resuspendiert. In einer Neubauer-
Zzhlkammer wurde die Zelldichte der Suspension bestimmt. Ein Teil der Zellen wurde fiir die
Zellerhaltung zu ~ 6 - 13-105 Zellen (entsprechend 10 - 20 % Konfluenz) auf & 9 cm Schalen
mit frischem M10-Medium ausgesit. Die verbleibenden Zellen wurden fiir die Transfektion
zu 2:10° Zellen auf & 5 cm Schalen oder zu 6 - 9105 Zellen auf & 9 cm Schalen ausplattiert.
Nach 25 Passagen wurden die HEK 293-Zellen verworfen und ein neues Aliquot

tiefgefrorener Zellen fiir die Aussaat vorbereitet.

Ferner wurde die COS-1 Zelllinie (COS-1 Zellen) fiir die heterologe Expression von cDNA
verwendet. COS-1 Zellen sind abgeleitet von CV-1 Nierenzellen der Neuweltaffenart

Cercopithecus aethiops. Sie wurden unter fast den gleichen Bedingungen wie die HEK 293-
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Zellen kultiviert. Der Unterschied ist, dal nicht M10, sondern D10 [Dulbeccos Modified
Eagle’s Medium, low Glukose, fotales Kélberserum (10 %), L-Glutamin (2 mM),
Antibiotika/Antimykotika (1 %), GIBCO BRL] als Ndhrmedium verwendet wurde.

2.18.2 Transiente Transfektion von HEK 293-/COS-1 Zellen

Fiir die transiente Transfektion wurde der entsprechende Expressionsklon von TORSI in
pSVL und pcDNAI-amp verwendet. Es wurde ein Transfektionsreagenz von Roche

(FuGENE™6 Transfection Reagent) verwendet.
Fiir immunzytochemische (siehe 2.19.2) Untersuchungen wurden 2 x 10° Zellen (& 5 cm
Schalen, HEK 293-Zellen), 1 x 10° Zellen (& 3 cm Schalen, COS-1 Zellen), 4 x 10° Zellen (

& 5 cm Schalen, COS-1 Zellen) und fiir Membranpréparationen (siche 2.14.1) 6 - 9 x 106
Zellen (2 9 cm Schalen, COS-1 Zellen) transfiziert. Die Transfektionsansitze hatten folgende

Zusammensetzung:
Pro well einer 6er Multiwellschale 9 cm Schale
Volumen der Zellsuspension 2ml 10 ml
Medium 97 ul 727,5 wl
FuGENE 3l 22,5 pl
DNA 1l (1 pg) 7,5 pl (7,5 pg)

Zuniachst wurde das Transfektionsreagenz direkt in vorgelegtes, serumfreies Medium
pipettiert und diese Mischung fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Losung wurde tropfenweise zur
vorgelegten DNA gegeben und 15 min bei RT inkubiert. Hiernach wurde die Losung
tropfenweise zu den Zellen pipettiert. Die Inkubation mit dem Transfektionreagenz betrug 24
h. Die Zellen wurden 1 - 2 x mit PBS gewaschen und mit 2 ml (pro well einer 6er
Multiwellschale) PBS/Trypsin (0,05 % Trypsin) abgeldst. Die Zellen wurden in geeigneter
Dichte in eine 24er Multiwellschale ausgesit. Weitere 24 h nach der Umsetzung wurden die

Zellen fiir die Immunzytochemie oder fiir die Membranpréparation weiterverwendet.
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2.19 Immunzytochemie

2.19.1 Antikérper

2.19.1.1 Primére Antikorper

a) tag-Antikérper

Fir den Nachweis des heterolog exprimierten Duftstoffrezeptors wurde ein Antikdrper
verwandt, der ein fag, d.h. ein fremdes Sequenzmotiv erkennt, das dem N-Terminus des
Duftstoffrezeptors angehiingt wurde (siehe 3.1.6.1.4). Verwendet wurde ein polyklonaler,
affinititschromatographisch  gereinigter Ratten-Antikdrper, der gegen ein Peptid
(YPYDVPDYA) aus dem Influenza Himagglutinin-Protein gerichtet ist.

Die verwendeten Antikdrper von Santa-Cruz wurden alle in Kaninchen erzeugt.

b) Adenylylzyklase III-Antikérper

Fir den Nachweis der Adenylylzyklase III wurde der Antikoérper C-20 von Santa-Cruz
verwendet. Dieser ist gegen die C-terminalen Aminosduren 1125 — 1144
(RPAAFPNGSSVTLPHQVVDN) gerichtet. Dieser Antikorper ist spezifisch flir die
Adenylylzyklase vom Typ III und kreuzreagiert mit den Zyklasen aus Maus und Ratte.
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¢) GogrAntikérper

Zum Nachweis von Gor wurde ein affinitétschromatographisch gereinigter polyklonaler
Antikorper gegen die Aminoséuren 87 — 105 (KDALVTIISAMSTII) von Gogs der Ratte
verwendet. Die Bezeichnung des Antikorpers ist K-19. Der Antikorper kreuzreagiert mit

Maus Golgir.

d) Go/Gogr-Antikérper

Fiir den Nachweis von stimulatorischen G-Proteinen (Gas und Goir) wurde der anti-Ggoi-
Antikdrper von Santa-Cruz benutzt. Dieser affinititschromatographisch gereinigte
polyklonale Antikorper ist gegen die Aminosduren 377 - 394
(NDCRDIIQRMHLRQYELL) von Ga, der Ratte gerichtet. Die entsprechende Sequenz von
Gaoir (NDCRDIIQRMHLKQYELL) unterscheidet sich von der Gog-Sequenz nur durch
einen konservativen Aminosdureaustausch. Der Antikorper erkennt nach Angaben des
Herstellers Go; und Goir und ist mit Gewebe aus Ratte, Maus und Mensch getestet. Der

Antikorper hat die Bezeichnung C-18.

e) Antikérper 66 gegen die a-Untereinheit des Zapfenkanals

Dieser polyklonale Kaninchen-Antikoérper ist gegen die letzten 90 Aminoséuren der
Ratten rCNGA3-Untereinheit gerichtet (K581 — D670) (Meyer ef al., 2000). Es wurde
sowohl das Serum (FPc66) wie auch affinitdtschromatographisch gereinigter Antikorper

verwendet (PPc66).

f) Antikérper gegen die Guanylylzyklase Typ D (GC-D)

Fiir den Nachweis der GC-D wurde ein polyklonaler Kaninchen Antikérper eingesetzt. Der
Antikdrper 1055 ist gegen ein intrazellulidres Epitop der GC-D gerichtet. Der Antikorper

wurde mir freundlicherweise von Dr. D. Garbers (Dallas, USA) iiberlassen.
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g¢) Rhodopsin Antikérper B6-30

Der monoklonale Maus-Antikorper ist gerichtet gegen die ersten 15 Aminosduren des Rinder-
Rhodopsins (Adamus et al., 1988). Der Antikérper wurde mir freundlicherweise von Dr. P.A.

Hargrave (Gainesville, USA) iiberlassen.

2.19.1.2 Sekundére Antikérper

a) Immunzytochemie

Es wurden Affen-anti-rabbit-Alexa-488 sowie Affen-anti-mouse-Alexa-488 Antikorper 1:
400 eingesetzt (Molecular Probes).

b) Westernblot-Analysen

Es wurden Affen-anti-rabbit-HRP (Amersham) und Ziege-anti-rat-HRP Konjugate (Jackson-

Laboratories) verwendet.

¢) In situ Hybridisierung

Fir in situ Hybridisierungen wurden Schaf-anti-Digoxigenin F,,-Fragmente (1: 500)

eingesetzt, die an Alkalische-Phosphatase gekoppelt sind (Roche).

2.19.2 Immunzytochemie an transfizierten COS-1 Zellen

Transfizierte Zellen wurden 10 min mit Paraformaldehyd (4 %) in Phosphatpuffer (PB: 0,1
M, pH 7,4) auf den Glasplittchen fixiert und dreimal 5 min mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen in einer Losung aus normalem Ziegenserum (NGS: 10 %),
Rinderserum-Albumin (BSA: 5 %) und Triton X-100 (0,5 %) in PBS 1 h priinkubiert. Die
Immunreaktion wurde mit einer Verdiinnung des primiren Antikérpers in PBS mit 1 % NGS,
0,5 % BSA und 0,05 % NaNj; fiir 1 h bei RT durchgefiihrt. Nach dreimaligem Waschen
(jeweils 5 min) mit PBS wurden die Zellen mit dem sekundiren, Fluorophor-gekoppelten
Antikorper verdiinnt in PB mit 1 % BSA (siehe 2.19.1.2) fiir 30 min bei RT inkubiert und

wieder 3 mal mit PB gewaschen. Die Glaspléttchen mit den Zellen wurden auf Objekttragern
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eingedeckt (Eindeckmedium: Prolong, Molecular Probes). Nachdem das Eindeckmedium
getrocknet war (~ 2 — 3 h), wurden die Zellen mikroskopiert.

2.19.3 Immunzytochemie an Nebenhoden-Spermien der Maus

Fiir die immunzytochemischen Farbungen wurden Nebenhoden-Spermien auf beschichteten
Pléttchen ausplattiert.
Concanavalin A Beschichtung:

In Ethanol gelagerte Deckglischen (50 Stiick) wurden iiber der Flamme sterilisiert und in ein
50 ml Kunststoff Reaktionsgefill gegeben. Die Deckglédschen wurden 15 min unter stindigem
Invertieren in PBS'/EDAC (5 ml PBS", 150 mg EDAC, Sigma) inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Deckglischen fiir 1 h in PBS"/Concanavalin A (5 ml PBS", 40
mg Concanavalin A, Typ V, Sigma) bei RT unter stindigem Invertieren inkubiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, die Deckglischen mehrfach in PBS* gewaschen und trocken
bei 4 °C aufbewahrt.

Gelatine Beschichtung:

In Ethanol gelagerte Deckglidschen wurden getrocknet (60 °C) und ca. 30 sek in eine
Gelatinelosung (0,5 %, 50 °C) getaucht. Die Deckglidschen wurden ii.N. bei 60 °C getrocknet.

Die beschichteten Deckgldschen wurden in eine 24-well Schale gelegt und jeweils ein
Tropfen der verdiinnten Nebenhoden-Spermien Losung auf die Deckglidschen gesetzt.
Nachdem die Spermien 30 min sedimentiert waren, wurden die Spermien fiir 5 min mit 4 %
Paraformaldehyd in PB fixiert und dreimal mit PBS gewaschen. Es folgte eine Prainkubation
(10 % NGS, 5 % BSA, 0,5 % Triton X-100 in PBS) fiir 30 min bei RT und anschlieBend die
Inkubation mit dem Erstantikérper (verdiinnt in 1 % NGS, 0,5 % BSA in PBS) ii.N. bei 4 °C.
Die Spermien wurden dreimal 5 min mit PBS gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem
Zweitantikorper (verdiinnt in 1 % BSA in PB) inkubiert. Die Deckgldschen mit den Zellen
wurden auf Objekttrigern eingedeckt.
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2.19.4 Immunhistochemie an paraffineingebetteten Maus-Hodenschnitten

Fiir die immunhistochemischen Versuche wurde zunédchst das Paraffin im Gewebe durch

wissrige LOsung ersetzt.

Arbeitsschritte:

Losungsmittel Dauer
Roticlear 2 x 10 min
100 % Ethanol 10 min

90 % Ethanol 5 min

80 % Ethanol 5 min

70 % Ethanol 5 min
H,O 5 min
PBS 15 min

Die Schnitte wurden fiir 30 min priinkubiert (10 % NGS, 5 % BSA, 0,5 % Triton X-100 in
PBS) und anschlieend in einer feuchten Kammer bei 4 °C ii.N. mit dem Erstantikdrper
inkubiert (1 % NGS, 0,5 % BSA in PBS). Die Schnitte wurden 3 x 5 min in PBS gewaschen
und mit dem Zweitantikdrper (1 % BSA in PB) bei RT in einer feuchten Kammer fiir 1 h
inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 3 x 5 min mit PBS gewaschen und eingedeckt.

2.20 Durchlicht-, Fluoreszenz- und konfokale Mikroskopie

Zur Mikroskopie wurde ein inverses konfokales Lasermikroskop (TCS SP, Leica) eingesetzt.
Das Mikroskop war sowohl fiir Durchlicht-, Fluoreszenz-, als auch fiir konfokale
Lasermikroskopie geeignet. Fiir die Durchlichtmikroskopie war das Mikroskop mit einer
gewohnlichen spannungsgesteuerten Lichtquelle ausgestattet. Zur Kontrasterzeugung besal3
das Mikroskop wahlweise Phasenkontrastoptik und Differential-Interferenz-Kontrast-Optik
(DIC-Optik). Als Lichtquelle fiir die Fluoreszenzmikroskopie stand eine Hg-
Hochstdrucklampe zur Verfligung. Zur Unterscheidung der Fluoreszenzsignale der

54



Fluorophore FITC (bzw. Alexa-488) und Cy3 wurden unterschiedliche Filtersétze verwendet,

deren Eigenschaften nachfolgend aufgelistet sind.

Fluorophor FITC/Alexa-488 Cy3
Anregungsfilter 450 nm — 490 nm 546 nm
Strahlenteiler 510 nm 580 nm
Sperrfilter > 520 nm > 590 nm

Zur konfokalen Lasermikroskopie war das Mikroskop mit einem Ar/Kr-Laser ausgeriistet.
Dieser Laser emittiert Spektrallinien verschiedener Wellenlinge, von denen zwei zur
Anregung der Fluorophore verwendet wurden: 488 nm fiir FITC und Alexa-488 und 568 nm
fir Cy3.
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3 Ergebnisse

Das Wissen iiber die Chemotaxis von Séugetier-Spermien ist diirftig. Obwohl eine potentielle
Quelle fir Lockstoffe - die Follikelfliissigkeit - identifiziert werden konnte, war es bislang
nicht méglich einen chemotaktisch aktiven Faktor zu isolieren, geschweige denn einen
entsprechenden membrangebundenen Rezeptor des Spermiums zu identifizieren.

Das Kapitel ,,Ergebnisse* gliedert sich in drei Abschnitte.

1) Sogenannte Duftstoffrezeptoren (OR), die in Spermien lokalisiert sind, koénnten als
Lockstoffrezeptor fungieren. Um einen Hinweis auf die Funktion der OR in Spermien zu
erlangen, wurde die gezielte Entfernung (konditionaler knock out) eines OR-Gens in Spermien
geplant. Ein geeignetes OR-Gen sollte mit Hilfe einer vergleichenden Expressionsanalyse von
verschiedenen im Hoden exprimierten OR identifiziert werden. Im ersten Abschnitt wird die
Identifizierung von 12 unterschiedlichen OR ¢cDNA‘s aus dem Maushoden beschrieben. In
einer Expressionsanalyse mit Hilfe von RT-PCR- und Northernblot-Experimenten konnten
zwei OR identifiziert werden, die fiir ein knock out Experiment geeignet wiren. Diese
Rezeptoren wurden genomisch kloniert und charakterisiert.

2) In Spermien miissen zusitzlich zu den OR Wechselwirkungspartner exprimiert sein. In
Riechzellen wechselwirken OR mit dem stimulatorischen G-Protein Ggir das seinerseits die
ACIII aktiviert (siehe 1.1.1.2, Box). In Spermienvorlduferzellen wurden Gir und die ACIII
nachgewiesen. Die verdffentlichten Daten zur Expression der ACII sind jedoch
widerspriichlich. Unklar ist auch, ob diese Proteine zusammen mit den Duftstoffrezeptoren in
reifen Spermien exprimiert sind.

Im zweiten Abschnitt wird die Klonierung potentieller Wechselwirkungspartner von
Dufistoffrezeptoren aus dem Maus-Hoden beschrieben. Durch Lokalisation der
Wechselwirkungspartner im Hoden sowie in Nebenhoden-Spermien sollte untersucht werden,
ob sie prinzipiell mit Duftstoffrezeptoren wechselwirken konnen.

3) In Invertebraten-Spermien binden membranstindige Rezeptor-Guanylylzyklasen die
chemotaktisch wirksamen Faktoren. Mit Hilfe einer Datenbankrecherche' (Altschul ef al.,
1997) konnte ein Hinweis auf die Expression einer membranstindigen Guanylylzyklase, GC-
D, im Maus-Hoden gefunden werden. Die Klonierung und Lokalisation der GC-D sollte

zeigen, ob eine Funktion der GC-D bei der Chemotaxis von Sdugetier-Spermien denkbar ist.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, Datenbank: Mouse EST
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3.1 Molekularbiologische Expressionsanalyse von OR-Genen

Es kann als gesichert angesehen werden, daB mehr als ein OR-Gen im adulten Hoden einer
Spezies exprimiert wird (Vanderhaeghen et al., 1993, 1997a, b; Walensky et al., 1995;
Kebekus, Dissertation, Hannover, 1998). Expressionsanalysen in verschiedenen Spezies
zeigen, daB die im Hoden exprimierten OR-Gene unterschiedlich hiufig transkribiert werden
(Vanderhaeghen et al., 1993, 1997b). Ein OR-Gen des Hundes (DTMT) ist nur im Hoden und
nicht in anderen Geweben exprimiert (Parmentier et al., 1992; Vanderhaeghen ef al., 1993).

Ziel der Expressionsanalyse war es, im Maus-Hoden ein OR-Gen zu identifizieren, das stirker

als die anderen OR-Gene transkribiert wird und nur im Hoden exprimiert ist.
3.1.1 Nachweis von OR-Genen im Maus-Hoden

Aus einer Duftstoffrezeptor Datenbank® konnten 15 unterschiedliche cDNA-Fragmente
ermittelt werden, die mit Maus-Hoden-cDNA amplifiziert worden waren (Vanderhaeghen et
al., 1997b). Diese Ergebnisse sollten zundchst durch PCR-Experimente mit Hoden-cDNA aus
dem Mausstamm 129/SV verifiziert werden. Fiir die cDNA-Synthese (2.10) wurde Poly (A)"
RNA aus Maus-Hoden isoliert (2.9.2). Fiir die 15 Rezeptoren wurden genspezifische Primer
ausgesucht (7.1, Tabelle 5). Um auBer den veroffentlichten cDNA-Fragmenten weitere OR-
Fragmente zu amplifizieren, wurde ein Primerpaar (# 2270/# 2271) ausgesucht, das gegen
zwei konservierte Aminosiuresequenzbereiche innerhalb der OR-Familie gerichtet ist (Abb.

9
a) NT El E2 E3

N N\ N\ N extrazellular
Plasmamembran
.\"'\..
intrazellular

E L A
CH GALL
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#2270 #2271

Abb. 9: Hoch konservierte Aminosdure-Sequenzmotive der OR-Familie. (Siche auch Abb. 6, 1.1.1.2).

a) Schematische Darstellung eines OR. Der N-Terminus sowie die Verbindungsschleifen E1 — E3 sind
extrazelluldr lokalisiert. Die 7 transmembranalen Segmente durchspannen die Plasmamembran. Die
Verbindungsschleifen I1 — I3 sowie der C-Terminus sind intrazellulir lokalisiert. b) Fiir das Primerpaar # 2270/#
2271 wurden konservierte Bereiche in 12 und TM6 ausgewdhlt. Die Aminosduren sind mit dem
Einbuchstabenkode gekennzeichnet.

? http://ycmi.med.yale.edu/senselab/ordb/

57



Die verwendeten Primer, Hybridisierungspositionen und Hybridisierungstemperaturen sind
im Anhang (7.1, Tabelle 5) zusammengestellt.

Die amplifizierten cDNA-Fragmente wurden in pBluescript-SK™ kloniert (2.6.3). Die
Sequenzanalyse (2.12) von rekombinanten Klonen ergab, daBl mit den genspezifischen
Primerpaaren unter stringenten PCR-Bedingungen (7.1, Tabelle 5) nur jeweils das OR cDNA-
Fragment amplifiziert wurde, fiir das die Primer ausgesucht worden waren. Fiinf der
publizierten OR-Fragmente (TPCR 05, 06, 09, 11, 53, 56, Vanderhaeghen et al., 1997)
konnten nach 45 PCR-Zyklen nicht amplifiziert werden und wurden daher nicht weiter
untersucht. Mit dem Primerpaar # 2270/# 2271, das gegen konservierte Sequenzbereiche
gerichtet ist, konnten unter gering stringenten Bedingungen neben den bekannten OR cDNA-
Fragmenten zwei neue amplifiziert werden. In dieser Arbeit verwendete ich folgende
Nomenklatur fir die OR: TOR (Testis Odorant Receptor) und eine Ziffer stehen flir die
verdffentlichten bzw. S/ und S3 fiir die neuen OR-Fragmente. Eine Zuordnung zu der von
Vanderhaeghen et al. (1997b) gewiéhlten Nomenklatur ist dem Anhang (7.1, Tabelle 4) zu
entnehmen.

Die Translation der cDNA-Fragmente ergibt in allen Fillen ein durchgehendes Leseraster.
Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen (~ 120 Aminosiuren aus dem Bereich zwischen TM 3
und TM 7) wurden verglichen und die Verwandtschaftsbeziehungen in einem Dendrogramm
(Abb. 10) graphisch dargestellt.

TORS1
TORS3

- TORS3
TOR13
- TORG6

TORY
—— TOR10

—— TOR15
—— TORM
TOR12
TOR7
TORS

Abb. 10: Dendrogramm von putativen OR aus Maus-Hoden.

Das Dendrogramm basiert auf einem Vergleich der identischen Aminosduren. Verglichen wurden die Bereiche
zwischen TM 3 und TM 7 der Rezeptoren. Erstellt wurde das Dendrogramm mit dem Programm Clustal,
Version 1.20, PC/Gene, Version 6.70, IntelliGenetics Inc.. Das Prifix TOR bedeutet Testis Odorant Receptor.

Aufgrund ihrer Homologie werden OR in Familien (> 40 % identische Aminoséuren) und
Subfamilien (> 60 % identische Aminosduren) eingeteilt (Lancet et al., 1993). Nach diesen
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Kriterien gehdren TOR10, 11 und 15 mit mindestens 76 % identischen Aminoséuren zu einer
Subfamilie. Alle anderen Rezeptoren stellen Mitglieder unterschiedlicher Subfamilien dar, da
bereits die beiden néchst verwandten Sequenzen, TOR 10 und TOR 12, nur noch eine
Aminoséiure-Identitit von 54 % besitzen. Dies zeigt, daB OR, die im Hoden exprimiert sind,
keine spezielle Subfamilie bilden, sondern aus unterschiedlichen Subfamilien stammen.

Um zu iiberpriifen, ob die 12 OR in Keimzellen exprimiert sind, wurden PCR-Experimente
mit ¢cDNA aus einer Mischung von Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden
durchgefiihrt. Die aus den gereinigten Keimzellen isolierte RNA wurde mir von Prof. Darszon
(Guernavaca, Mexico) iiberlassen. Es konnte ein cDNA-Fragment fiir jeden Rezeptor mit der

Keimzell-cDNA amplifiziert werden (nicht gezeigt).
3.1.2 Expression von OR-Transkripten wihrend der Entwicklung des Keimzellepithels

Es gibt Hinweise darauf, daB OR bei Entwicklungsprozessen eine Rolle spielen. So sind OR
an der zielgerichteten Verkniipfung von Axonen der OSN mit Neuronen des olfaktorischen
Bulbus beteiligt (Mombaerts ef al., 1996; Wang et al., 1998). Denkbar ist auch eine Funktion
bei der Organogenese, da Duftstoffrezeptoren wihrend der embryonalen Entwicklung des
Rattenherzens nachgewiesen werden konnten (Drutel ef al., 1995). OR konnten also - neben
ihrer Funktion als Rezeptor fiir Lockstoffe - im Hoden auch eine Funktion bei der Ausbildung
des Keimzellepithels oder der Entwicklung der Keimzellen (Spermatogenese) innehaben.

Die Reifung der Keimzellen (Spermatogenese) 148t sich in drei Abschnitte unterteilen. Die
Proliferationsphase wird durch schnelle mitotische Teilungen von Spermatogonien
charakterisiert. Es gibt drei Typen von Spermatogonien. Die Stammzellen (A;; °) teilen sich
selten. Sie erzeugen neue Stammzellen und proliferierende Spermatogonien (Apr“, Aa’). Diese
erzeugen durch mehrere mitotische Teilungen sich differenzierende Spermatogonien (A; _ 4,
Intermediate, B). In der letzten mitotischen Teilung entstehen aus B-Spermatogonien priméire
Spermatozyten, die in die Meiotische-Phase eintreten. Nach der ersten meiotischen Teilung
hat die Rekombination und die Reduktion des genetischen Materials stattgefunden. Die
entstandenen haploiden, sekunddren Spermatozyten erfahren die zweite meiotische Teilung
und treten als Spermatiden in die Differenzierungs-Phase (Spermiogenese) ein. In dieser
Phase findet die Umwandlung von Spermatiden in Hodenspermien statt (Ubersicht: Bellvé,
1977; Austin & Short, 1982).

3 is: isolated, * pr: paired, ° al: aligned.
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Die Expression von OR-Genen wurde bisher mit cDNA aus adultem Hoden (dieser enthilt
alle Keimzellstadien) (Vanderhaeghen ef al., 1993, 1997b; Asai et al., 1996) oder mit cDNA
aus haploiden Keimzellen (Spermatiden) (Parmentier et al., 1992; Walensky et al., 1995)
untersucht. Die Lokalisierung von OR-Transkripten in situ (Kebekus, Dissertation, Hannover,
1998) sowie immunzytochemische Nachweise der Rezeptorproteine (Vanderhaeghen et al.,
1993; Walensky et al., 1995) zeigten, dall die untersuchten OR ausschlieBlich in haploiden
Keimzellen exprimiert sind. Daten zur Expression von OR in diploiden Keimzellen sind nicht
verOffentlicht. Um dies zu untersuchen, wurden aus unterschiedlich alten Mausen (7 Tage-,
14 Tage-, 21 Tage-postnatal, sowie adulte Méuse) Hoden entnommen (2.9.1.2) und es wurde
die Poly (A)" RNA isoliert (2.9.2). Aus der Poly (A)" RNA wurde cDNA hergestellt (2.10),
die in PCR-Experimenten (2.11) eingesetzt wurde (Abb. 11).

TOR 7 TOR3

M
-
=

Abb. 11: PCR-Analyse von OR-Transkripten wihrend der Hodenentwicklung (postnatal).

Die Zuordnung der Spuren ist in a) — d) identisch. Es wurden ¢DNA’s aus Maus-Hoden folgenden Alters
verwendet: 1) 7 Tage, 2) 14 Tage, 3) 21 Tage und 4) adulter Maus-Hoden. M) Grollenstandard: A-DNA EcoRI/
HindIIl geschnitten. Die PCR’s wurden mit genspezifischen Primern unter stringenten Bedingungen
durchgefiihrt. Der gesamte PCR-Ansatz (25 pl) wurde auf ein Gel aufgetragen.

Die PCR-Ergebnisse zeigen, daB OR-Gene nicht nur in spiten Keimzellstadien des adulten
Hodens exprimiert sind. Die OR-Gene lassen sich in vier Gruppen einteilen. Abbildung 11
zeigt das Expressionsmuster je eines Vertreters der vier Gruppen. Wahrend TOR7 in allen
Entwicklungsstadien exprimiert ist (a), lassen sich TOR3 nach 14 Tagen (b) und TORS3 erst
nach 21 Tagen (c) nachweisen. TOR13 ist nur im adulten Hoden exprimiert (d). Im Maus-

Hoden sind bis zum 7. Tag nach der Geburt ausschlieBlich Spermatogonien zu finden.



Zu diesem Zeitpunkt setzt die Teilungsaktivitit der Spermatogonien ein und es entstehen bis
zum 14. Tag nach der Geburt diploide Spermatozyten unterschiedlicher Stadien. Ab etwa dem
21. Tag nach der Geburt treten die ersten haploiden Spermatozyten sowie Spermatiden auf
(zur Ubersicht: Bellvé, 1977). Demzufolge ist Rezeptor TOR7 bereits in Spermatogonien und
die Rezeptoren TOR3, 8 und 9 sehr wahrscheinlich in diploiden Spermatozyten exprimiert.
TORII und S3 sind mit dem Auftreten der ersten haploiden Spermatozyten nachweisbar.
Diese Ergebnisse zeigen, daB3 Duftstoffrezeptor-Transkripte bereits wahrend der pripubertiren
Hodenentwicklung gebildet werden, und daB8 einzelne Rezeptorgene differentiell im Verlauf
der Entwicklung aktiv werden. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse zusammengefalit. Die
Rezeptoren TORI10, 12, 15 und SI konnten nicht in die Tabelle einbezogen werden, da die
Ergebnisse der einzelnen Versuche (n = 4) nicht reproduzierbar waren. Fiir diese Rezeptoren

ist die Expression ausschlieBlich in Keimzellen des adulten Hodens gesichert.

Rezeptor Hoden 7 Tage Hoden 14 Tage |Hoden 21 Tage |Hoden adult
TOR7 + + + +
TOR3 - + + +
TORS - + + +
TORY9 - + + +
TORI11 - - + +
TORS3 - - + +
TORG6 - - - +
TORI3 - - - +

Tabelle 2: Expression der OR-Gene wihrend der Keimzellepithel-Entwicklung.
+ und — bedeuten, dall die Rezeptor-Transkripte nachgewiesen werden konnten bzw. nicht nachweisbar waren.
Angegeben sind die postnatalen Zeitpunkte, zu denen die Gewebe entnommen wurden.

3.1.3 Analyse von OR-Transkripten in ausgewéhlten Geweben

Fiir eine knock out Strategie ist es essentiell zu wissen, ob das Gen auller im ,,Ziel“-Gewebe

noch in anderen Geweben exprimiert ist.
3.1.3.1 Expression der OR-Gene im olfaktorischen Epithel
OR-Transkripte wurden erstmals in Riechzellen nachgewiesen (Buck & Axel, 1991). Fiir

einige der in 3.1.1 untersuchten Gene wurde bereits eine vergleichende Expressionsanalyse

im Hoden und im olfaktorischen Epithel durchgefiihrt (RPA, Ribonuklease protection assay;
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Vanderhaeghen ef al., 1997b). Diese Daten lassen sich jedoch nicht ohne weiteres auf andere
Mausstimme {ibertragen. Der von Vanderhaeghen et al. als Hoden-spezifisch eingestufte OR
TPCR 53 ist nicht im Hoden des Mausstammes 129/SV (3.1.1), jedoch im olfaktorischen
Epithel des Mausstammes C57B1/6J exprimiert (Bezeichnung mE3, Krautwurst et al, 1998).
Ob die in 3.1.1 identifizierten OR auch im olfaktorischen Epithel des Mausstammes 129/SV

exprimiert werden, sollte durch PCR untersucht werden.

TOR3 TORG6 TOR7 TORS!
a)
Ho OIf K Ho of K Ho OIf K Ho OIf K M

TORI3
Ho Of K M

c)

Abb. 12: Vergleichende PCR-Analyse mit cDNA aus olfaktorischem Epithel und Hoden der Maus.

Ho) Hoden-cDNA, OlIf) Olfaktorische cDNA, K) Kontroll PCR mit H,O M) GréBenstandard: A-DNA EcoRI/
HindIII geschnitten. a) TOR3 (341 Bp), b) TOR6 (355 Bp), ¢} TOR7 (307 Bp), d) TORSI (290 Bp), e) TORI3
(353 Bp). Der gesamte PCR-Ansatz (25 pl) wurde in einem 2 % igen Gel aufgetrennt.

Fiir die vergleichende Expressions-Untersuchung der OR im Hoden und im olfaktorischen
Epithel wurden die entsprechenden Organe aus adulten Méausen (dlter als 6 Wochen)
entnommen (2.9.1) und die Poly (A)" RNA isoliert (2.9.2). Aus der Poly (A)" RNA wurde
cDNA synthetisiert (2.10), die in PCR-Experimenten (2.11) (Abb. 12) als Matrize eingesetzt
wurde. Die verwendeten Primer und Hybridisierungstemperaturen sind in Tabelle 5 (7.1)
aufgelistet. Es wurden cDNA-Fragmente von allen OR mit beiden cDNA’s amplifiziert. Dal3
heiBt, keiner der untersuchten OR ist ausschlieBlich im Hoden exprimiert. Die cDNA-
Fragmente der Rezeptoren TOR3, 6, 9 und 15 wurden mit olfaktorischer cDNA besser als mit
Hoden-cDNA amplifiziert, wie es exemplarisch fiir TOR3 und TOR6 gezeigt ist (Abb. 12a, b).
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Die cDNA-Fragmente der Rezeptoren TOR7, 8, 10, 11, 12, S1 und S3 lieBen sich gleich stark
mit beiden cDNA’s amplifizieren, wie fiir TOR7 (Abb. 12¢) und TORSI (Abb. 12d) gezeigt.
Das cDNA-Fragment von TORI3 lieB sich besser mit Hoden-cDNA als mit olfaktorischer
cDNA amplifizieren (Abb. 12e).

3.1.3.2 Expression von OR-Transkripten in Geweben auflerhalb des olfaktorischen

Epithels

OR sind nicht nur im Riechepithel und im Hoden exprimiert. OR-Transkripte konnten in den
unterschiedlichsten Geweben nachgewiesen werden (Thomas et al., 1996; Nef & Nef, 1997,
Dreyer, 1998; Raming et al., 1998). Es wurde durch PCR-Experimente untersucht, ob die 12
OR auBler im Riechepithel und im Hoden (3.1.3.1) noch in anderen Geweben exprimiert sind.
Es wurden aus adulten Méusen (dlter als 6 Wochen) Gehirn, Herz, Leber und Niere
entnommen (2.9.1.1) und die Poly (A)" RNA isoliert (2.9.2). Aus der Poly (A)" RNA wurde
cDNA synthetisiert (2.10). Die PCR-Versuche mit diesen cDNA ‘s als Matrize ergaben fiir die
einzelnen Rezeptoren sehr unterschiedliche Expressionsmuster, die von gewebsspezifisch bis
anndhernd ubiquitdr-exprimiert reichten (Tabelle 3). Transkripte der Rezeptoren TOR3, 6, 12,
13, S1 und S3 konnten in keinem der zusétzlich untersuchten Gewebe nachgewiesen werden.
Die PCR-Ergebnisse zur Expressionsanalyse der Duftstoffrezeptoren (3.1.1 — 3.1.3.2) sind in

Tabelle 3 zusammengefalit.

Rezeptor | Hoden Keimzellen OIf.-Epithel | Gehirn Herz Leber Niere
3 + + + - - - -
6 + + + - - - -
12 + + + - - - -
13 + + + - - - -
S1 + + + - - - -
S3 + + + - - - -
7 + + + + - - -
11 + + + + - - -
15 + + + - - + -
8 + + + + + - +
9 + + + - + - +
10 + + + + + - -

Tabelle 3: Expressionsmuster der OR-Gene in verschiedenen Geweben der Maus.

+ bzw. - bedeuten, dafl die Rezeptor-Transkripte nachgewiesen bzw. nicht nachgewiesen werden konnten. Die
Rezeptoren wurden in drei Gruppen aufgeteilt. Rezeptoren, die nur im Hoden und im Riechepithel nachgewiesen
wurden (TOR3, 6, 12, 13, S§1 und $2), die in einem weiteren Gewebe nachgewiesen wurden (TOR7, 11, 15) und
die in mehr als einem weiteren Gewebe identifiziert wurden (TORS, 9, 10).
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Die bisherigen Ergebnisse (3.1.1 — 3.1.3.2) lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Durch RT-PCR-Experimente konnten im Maus-Hoden 12 unterschiedliche OR identifiziert
werden (3.1.1). Finige der OR lassen sich bereits wéihrend der prépubertiren
Hodenentwicklung nachweisen (3.1.2). Die OR werden auller in Keimzellen auch noch in
Riechzellen und verschiedenen anderen Geweben exprimiert (3.1.3.1, 3.1.3.2). Ein OR
(TOR13) wird im Hoden stérker als im Riechepithel exprimiert. Ein OR, der ausschlieBlich im

Hoden exprimiert wird, konnte nicht identifiziert werden.

3.1.4 Northernblot-Nachweis von OR-Transkripten aus Maus-Hoden

Da OR-Gene in der Regel niedrig exprimiert werden, werden sehr empfindliche Methoden
wie der RPA oder die RT-PCR zum Nachweis von OR-Transkripten eingesetzt
(Vanderhaeghen et al., 1993, 1997b; Walensky et al., 1995; Asai ef al., 1996). Aufgrund des
hohen Amplifikationsfaktors in PCR-Experimenten konnen allerdings Unterschiede in der
Transkriptmenge nivelliert werden. Die Northernblot-Methode beinhaltet keinen
Amplifikationsschritt und ist aus diesem Grund weniger empfindlich, spiegelt jedoch direkt
die Transkriptmenge wider. Bisher wurde nur zum Nachweis des OR DTMT, einem im
Hunde-Hoden sehr hoch exprimierten OR, ein Northernblot-Nachweis durchgefiihrt
(Parmentier et al., 1992).

Die Northernblot-Experimente wurden durchgefiihrt in der Annahme, daB sich aufgrund der
geringeren Empfindlichkeit nur hoch exprimierte OR nachweisen lassen, geringer exprimierte
OR jedoch nicht. Eine quantitative Analyse setzt voraus, daBl die Sonden &hnliche
Hybridisierungseigenschaften aufweisen und gleich stark markiert sind (siehe unten). Bei der
in vitro Transkription (2.9.5) von Sondentemplates, die in den Vektor pBluescript kloniert
werden (3.1.1), werden den Sonden Sequenzen aus der multiple cloning site (MCS) des
Vektors angefiigt. Es ist bekannt, daBl diese GC-reichen Sequenzen zur unspezifischen
Hybridisierung der Sonden mit Hodentranskripten fithren konnen (Millar et al., 1994). Um
dies zu vermeiden, wurde fiir die Herstellung von RNA-Sonden ein modifiziertes pBluescript-
KS-Plasmid verwendet (pBISH, Abb. 13). Sonden, die mit diesem Vektor prapariert werden,
enthalten keine vektoriellen, GC-Nukleotid reichen Sequenzen. In einem ersten Schritt wurde
der MCS-Bereich zwischen Kpnl und Clal (Abb. 13, I) durch Restriktion (2.6.1) entfernt. Der
Restriktionsansatz wurde in einem Agarosegel aufgetrennt (2.5.4) und das Vektor-Fragment
ausgeschnitten (2.5.5). Die Enden des geschnittenen Vektors wurden mit dem Klenow-Enzym
geglittet (2.6.2.1) und anschlieBend ligiert (2.6.3.1). Der Ligationsansatz wurde mit Xhol (I)
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geschnitten (2.6.1) und fiir eine Transformation von XL1-Blue (2.6.3.2) eingesetzt. Vektoren,
in denen der Bereich zwischen den Schnittstellen Kpnl und Clal nicht entfernt worden war,
sollten durch diese Restriktion wieder linearisiert werden, so da3 sie von den Bakterien nicht
aufgenommen werden konnen. Aus transformierten Bakterien wurde die DNA prépariert
(2.4.1) und durch Verdau mit Xhol wurde kontrolliert, ob der Kpnl-Clal-Vektorbereich
deletiert war. Die Vektor-DNA der positiven Klone wurde in einem zweiten Schritt mit Pstl
und Sacl geschnitten (Abb. 13, II). Bis zur Ligation wurde wie in Schritt I beschrieben
verfahren. Der Ligationsansatz wurde mit Xbal (II) geschnitten und fiir eine Transformation
von XLI1-Blue verwendet. Aus transformierten Bakterien wurde die DNA prépariert und
durch Verdau mit den Enzymen Xhol und Xbal wurde kontrolliert, ob die Vektorbereiche

entfernt waren.

Xhol Hindlll EcoRV EcoRI

GGGEAGCTCCAGCTGCCCANNGEINT TCCAACTATAGCT TAAGGROGTRY-

LE

SLCl 17
Xbal

5'GATCCACTAGTECTAGAGCGGCCGCCACCGCGGT
3’ CTAGGTGATCARGATCTCGCCGGCGGTGGCGCCACE

T3 7
Hindlll EcoRV  EcoRI

5/AATTGGCGATARGCTTGATATCEAATTS CCAGCTTTTGT
1 TTAACCGCTATTCGAACTATAGCTTARGCGGTCGAAAACA

Abb. 13: Konstruktion des modifizierten Vektors pBISH.

Im oberen Teil der Abbildung ist die MCS des Vektors pBluescript-KS™ zwischen den Promotoren T3 und T7
dargestellt (i). Die GC-Nukleotid reichen Abschnitte (I, II, rot) wurden zwischen den Kpnl/Clal- (I) und
Pstl/SacI-Schnittstellen (IT) (grau unterlegt) entfernt. Die Deletion der Vektorbereiche wurde durch Restriktion
mit den Enzymen XhoI/Xbal (griin unterlegt) indirekt nachgewiesen. In der MCS des modifizierten Vektors
pBISH (ii) sind die Schnittstellen fiir die Enzyme HindIIl, EcoRV und EcoRI (blau unterlegt) verblieben. Eine
detaillierte Beschreibung der Konstruktion ist dem Text zu entnehmen.

Die cDNA-Fragmente der Rezeptoren wurden durch Restriktion mit EcoRI und HindIIl aus
den pBluescript-SK™ Klonen (3.1.1) herausgeschnitten und in den modifizierten pBISH
kloniert.
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Fiir die Northernblot-Experimente wurden die RNA-Sonden mit Biotin markiert (2.9.5.2.2).
Die Detektion der Sonden erfolgte mit einem Streptavidin-alkalische-Phosphatase Konjugat
und einem anschlieBenden Chemilumineszenz Nachweis (2.9.5.3). Um zu iiberpriifen, ob die
Biotin-Markierung der einzelnen Sonden vergleichbar war, wurde ein Tiipfeltest (2.9.5.3)
durchgefiihrt (Abb. 14a). Hierfiir wurden Verdiinnungen der RNA-Sonden auf einen Filter
aufgetropft und die in vitro Transkripte (2.9.5.2.2) wurden durch UV-Bestrahlung mit dem

Filter kreuzvernetzt.
a b
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Abb. 14:;

a) Tiipfeltest von RNA-Sonden, die in der Northernblot-Analyse verwendet wurden.

Es wurden jeweils 5 pg der entsprechenden RNA-Sonde auf eine Nylonmembran aufgetropft und anschlieend
durch UV-Bestrahlung mit dem Filter kreuzvernetzt. Die Sonden wurden mit Streptavidin-alkalischer-
Phosphatase und nachfolgendem Chemilumineszenz Nachweis detektiert.

b) Northernblot-Analyse von Poly (A)' RNA aus Hoden.

Jeweils 10 pg Poly (A)" RNA wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert.
Die Membranstreifen wurden mit den RNA-Sonden von TORI3 (1) und TORS! (2) unter stringenten
Bedingungen (65 °C) hybridisiert. Rechts aufgetragen ist der RNA-GroBenstandard (GIBCOBRL). Die Pfeile
markieren die Hybridisierungssignale von TOR13 (1) und TORS1 (2, 3).

Abbildung 14 (a) zeigt, daB alle RNA-Sonden #hnlich stark markiert waren. In der
Northernblot-Analyse wurden mit zwei RNA-Sonden Hybridisierungssignale erhalten (Abb.
14b). Die RNA-Sonde von Rezeptor TORI3 erkennt in Poly (A)" RNA aus Hoden ein
Transkript mit einer Grole von etwa 1,7 kB (Abb. 14b, Spur 1). Die RNA-Sonde von
Rezeptor SI erkennt zwei Transkripte von 1,4 kB und 1,9 kB (Abb. 14b, Spur 2). Die
Intensitit des Signals von TORI3 ist deutlich stirker als die der Signale von TORSI. Die
detektierten Transkripte sind grof genug, um eine kodierende Region von ~ 900 Bp zu
enthalten. Der GroBenunterschied der beiden Transkripte von TORSI koénnte durch
Verwendung unterschiedlicher  Polyadenylierungssignale bzw. posttranskriptionale
Modifikation zustande kommen (zur Ubersicht: Walker et al., 1999). TORI3 und TORSI sind

demnach im



Maus-Hoden hoher exprimiert als die anderen Rezeptor-Gene, deren Transkripte ebenfalls

durch PCR identifiziert worden waren.

3.1.5 Lokalisierung von OR-Transkripten im adulten Maus-Hoden

Zur Lokalisierung der Duftstoffrezeptor-Transkripte im adulten Maus-Hoden wurden in situ
Hybridisierungsexperimente (2.9.7.2) mit paraffineingebetteten Hodenschnitten (2.9.7.1)
durchgefiihrt. Zum besseren Verstindnis soll hier die Hodenmorphologie kurz eingefiihrt
werden.

Bei Sdugetieren entwickeln sich die ménnlichen Keimzellen im Hoden, der von einer rigiden
Membran, der Tunika Albuginea, umgeben ist (Abb. 15a).

a) b)

Tunika
Albuginea

Nebenhoden

Ductulus .
" Efferens Rete Testis T

Rete Tests  proximal

Tubulus
Rectus

Kraniale ~
Windungen —

1]
]
| 1] o
\_ ] Rete Testis
.. . distal

Abb. 15a: Schematische Darstellung eines Sdugetier-Hodens.
Gezeigt ist ein Samenkanal (Entnommen aus Austin & Short ,, Germ Cells and Fertilization®, 1982).

Abb. 15b: Schematische Darstellung eines Samenkanals der Maus. Erklarung siche Text.
In der Maus gibt es 12 stages (I — XII). (Modifiziert nach Russel et al., ,.,Evaluation of the Testis*, 1990).

Das Hodengewebe (Abb. 16a) 14Bt sich in das intertubuldre (Interstititum) und das
Samenkanal-Kompartiment unterteilen. Das Interstititum wird gebildet vom lymphatischen
Raum, den BlutgefdBen und den Leydigzellen (Abb. 16b).

Die Samenkanile lassen sich in Segmente unterteilen (Abb. 15b). In jedem Segment findet
die gesamte Abfolge der Keimzellentwicklung statt. Diese ist in benachbarten Segmenten
zeitlich nicht synchronisiert. Im Verlaufe der Keimzellentwicklung lassen sich in einem
Querschnitt eines Segmentes unterschiedliche, charakteristische Zellassoziationen (Stages)
unterscheiden. In der Maus wurden 12 Stages definiert. Das Durchlaufen der 12 Stages in

einem Segment wird Zyklus genannt.
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Die Samenkanile werden von einer Basalmembran (Lamina Propria) umhiillt (Abb. 16b), die
aus mehreren aufeinander folgenden Schichten von Kollagenfasern und glatten Muskelzellen
besteht.

Das Gewebe in den Samenkandlen umfalbt zwei Zelltypen, die Keimzellen und die
Sertolizellen, die wie die Leydigzellen somatischen Ursprungs sind (Abb. 16b). Sertolizellen
stellen die Matrix dar, in der sich die Keimzellen entwickeln, und sind essentiell fiir die
Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse der Keimzellen (Spermatogenese). Im Verlauf
der Spermatogenese entwickelt sich eine Spermatogonie (Stammzelle) zu einem
Spermatozoon (reife Keimzelle) (Abb. 16¢). Die einzelnen Schritte dieser Entwicklung nennt

man ,, steps of spermatogenesis “.

Sertolizelle Spermatogonium

5 Basalmembran

Spermatogonium

Meijotische
Teilung |
| sekundare
| Spermatozyte

Meiotische ;
| Teilung 1l Spermalide

differenzierende
Spermatide

| Spermatozoon
im Lumen eines
Samenkanals

einen Samen-
kanal umgibt

Abb. 16: Darstellung des Hodengewebes.

a) Lichtmikroskopische Aufnahme eines Hodenquerschnitts (Entnommen aus ,,Pathology of the mouse®, 1999).
Die Aufhahme zeigt mehrere angeschnittene Samenkanile. b) Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus
a). Gezeigt ist der Querschnitt eines Samenkanals. ¢) Schematische Darstellung des Verlaufs der
Keimzellentwicklung in einem Samenkanal ausgehend von der Basalmembran (Lamina Propria) zum Lumen
hin. Erklarung siehe Text.

Fiir den Nachweis wurden RNA-Sonden der Rezeptoren TOR13 und TORS! prépariert (siche
Tabelle 7, Anhang 7.1). Zur Herstellung dieser Sonden wurden die entsprechenden
rekombinanten Klone von pBISH verwendet. Es wurden bei der in situ Hybridisierung
Digoxigenin markierte sense- und antisense-RNA-Sonden (2.9.5.2.1) eingesetzt.

Die Hybridisierung wurde unter stringenten Bedingungen durchgefiihrt (2.9.7.2). Der
Nachweis von Hybriden erfolgte mit Hilfe eines anti-Digoxigenin-Antikdrpers (1: 500), der
mit alkalischer Phosphatase gekoppelt war (2.19.1.2). Die Substratzugabe (NBT; BCIP)

erzeugte einen blau-violetten Niederschlag.
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Abb. 17: In situ Hybridisierung an Maus-Hodenschnitten.

Verwendet wurden 4 um diinne Paraffinschnitte, die entweder mit der antisense-Sonde (a und ¢) oder mit der
sense-Sonde (b und d) von TORI3 hybridisiert wurden. Die Hybridisierungsbedingungen sind in 2.9.7.2
aufgefiihrt. Die Aufnahmen wurden mit der DIC-Optik an einem konfokalen Lasermikroskop angefertigt. Mit
den Pfeilspitzen gekennzeichnet sind die Kerne von Spermatozyten. Die Pfeile kennzeichnen den
Zytoplasmasaum von Spermatozyten. E, Keimzellepithel; L, Lumen der Samenkanile; I, Interstitium. Der
GroBenbalken entspricht 100 um (b) bzw. 50 um (d).

Die TOR13 antisense-Sonde ergab sehr starke Hybridisierungssignale (Abb. 17a, c). Geférbt
wurde der zytoplasmatische Saum um den Zellkern von Spermatogonien und Spermatozyten
unterschiedlicher Stadien (Pfeile). Zellkerne sind von der Fiarbung ausgespart (Pfeilspitzen).
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Spermatiden, Sertolizellen sowie die Zellen des Interstitiums (I) wurden ebenfalls nicht
gefarbt. Die entsprechende TOR13 sense-Sonde (Negativ Kontrolle) ergab keine Markierung
an Hodenschnitten (Abb.17b, d). Die Authentizitit des Signals der antisense-Sonde konnte
durch eine weitere Kontrolle untermauert werden. Durch einen UberschuB von nicht
markierter sense-Sonde (Zielmolekiil in Losung) in der Hybridisierungslosung konnte das
Signal der markierten antisense-Sonde unterdriickt werden (nicht gezeigt). Der Nachweis von
TORI3-Transkripten in frithen Keimzellen schlieB8t nicht aus, dal der OR in reifen Spermien
exprimiert ist. In Keimzellen kdnnen Transkription und Translation zeitlich entkoppelt sein
(Spirin, 1994). So werden Protamin-Gene in frithen Spermatiden transkribiert und in spéten
Spermatiden werden die Transkripte translatiert (Goldberg, 1996; Steger et al., 2000). Man
schitzt, da etwa 70 % aller Transkripte, die wahrend der Spermatogenese gebildet werden,
einer Translationskontrolle unterliegen (Walker et al., 1999).

Mit der TORS1 RNA-Sonde lieBen sich keine Transkripte im Hoden nachweisen. TORS!
Transkripte konnten auch unter gering stringenten Hybridisierungsbedinungen (30 %
Formamid, 45 °C Hybridisierungstemperatur) nicht nachgewiesen werden, da unter diesen

Bedingungen der unspezifische Hintergrund erhoht war.

Zusammenfassend kann man sagen:

Aus den PCR-Analysen geht hervor, daB3 die Rezeptoren TOR13 und TORS! ausschlieBlich
im olfaktorischen Epithel und im Hoden exprimiert sind (3.1.1 — 3.1.3.2). Durch
Northernblot-Analysen waren nur zwei von 12 untersuchten OR, ndmlich TOR13 und TORS]I,
in Hoden-RNA nachweisbar. Diese beiden OR sind somit im Hoden héher exprimiert als die
anderen OR (3.1.4). Die TORI3-Transkripte konnten durch in situ Hybridisierungs-

Experimente im Hoden zellulér lokalisiert werden (3.1.5).

3.1.6 Genomische Klonierung, chromosomale Lokalisierung und heterologe Expression

von Duftstoffrezeptoren aus Keimzellen

Da die Expressionsanalyse die Rezeptoren TOR13 und TORSI als geeignete Kandidaten fiir
einen Gen knock out auswies, wurden diese Rezeptor-Gene zur weiteren Charakterisierung
aus genomischer DNA kloniert (2.7). Homologie-Vergleiche® mit publizierten
Duftstoffrezeptorsequenzen zeigten auBBerdem, daBl TORS! ein Vertreter einer neuen OR-

Subfamilie ist, die bislang noch nicht charakterisiert wurde.

¢ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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3.1.6.1 Isolierung von Duftstoffrezeptor-Genen

PCR-Fragmente der Rezeptoren TOR13 und TORS! (3.1.1) (Tabelle 5, Anhang 7.1) wurden
als Sonde eingesetzt, um eine genomische Maus DNA-Bibliothek (Stratagene, Lambda FIX®
IT Library, Mausstamm 129/SVJ) zu durchsuchen (2.7). Die PCR-Fragmente wurden mit [o-
?P]-dCTP radioaktiv markiert (2.8.1.3). Es wurden ca. 1 Mio. Plaque-bildende Einheiten
(PBE) der genomischen Bibliothek ausplattiert (2.7.2). Filterabziige der Platten wurden mit
den Sonden unter stringenten Bedingungen (65 °C) hybridisiert (2.8.1.4). Nach zwei
Vereinzelungsrunden konnten einzelne Phagen isoliert (2.7.3) und deren DNA pripariert

werden (2.4.3). Die angereicherte DNA der isolierten Phagen wurde weiter charakterisiert.
3.1.6.1.1 Analyse des TOR13-Gens

Die DNA des isolierten Phagen wurde mit Restriktionsenzymen (Xbal, Xbal/ EcoRI, EcoRI)
geschnitten (2.6.1) und in einem Agarosegel aufgetrennt (2.5.4). Die DNA wurde auf eine

Membran transferiert (2.8.1.1). Die Membran wurde mit einer radioaktiv markierten Sonde

unter stringenten Bedingungen (65 °C) hybridisiert.
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Abb. 18: Southernblot-Analyse der DNA eines isolierten A-Phagen mit einer TOR13-spezifischen Sonde (#
2330/# 2331). In jeder Spur wurden ~ 200 ng der A-Phagen DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Die DNA wurde vor dem Auftrag mit Xbal (1), Xbal/EcoRI (2) und EcoRI (3)
geschnitten. Die Membran wurde unter stringenten Bedingungen hybridisiert (65 °C). Rechts angegeben ist der
DNA Gréflenstandard: A-DNA EcoRI/HindIII geschnitten. Die Membran wurde 30 min bei —80 °C exponiert.

Es wurden in der Southernblot-Analyse mehrere Hybridisierungssignale erhalten (Abb. 18).
Dies deutete darauf hin, dal nicht nur ein Gen der mOR37-Subfamilie (Kubick et al., 1997)
im Phagen enthalten war. Eine Datenbankrecherche (nr, non redundant sequences, Datenbank
des NCBI, National Center for Biotechnology Information) hatte gezeigt, dal der Rezeptor
TORI3 zu einer groBleren OR-Subfamilie (mOR37) gehort, die mindestens 4 Mitglieder
umfaBt (A — D) (Kubick et al., 1997). Diese Subfamilie wurde in der Ratte, der Maus, dem
Rind und dem Menschen nachgewiesen (Kubick et al., 1997). Die Hybridisierungssignale

konnten entsprechenden Restriktionsfragmenten zugeordnet werden. Es wurde ein etwa 2,7
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kBp und ein 5 kBp groBes Restriktionsfragment (beide mit Xbal/EcoRI geschnitten) aus dem
Gel ausgeschnitten (2.5.5) Das 2,7 kBp Fragment wurde in pBluescript-SK™ kloniert (2.6.3)
und rekombinante Klone wurden sequenziert (2.12). Das genomische DNA-Fragment enthielt
den offenen Leserahmen des Gens mOR37e. Die kodierende Region des mOR37e-Gens ist 83
% identisch mit der kodierenden Region des mOR37d-Gens (TOR13). Dies erklart warum das
mOR37e-Gen selbst unter stringenten Bedingungen von der TOR13-Sonde erkannt wurde.

Das 5 kBp Restriktionsfragment wurde mit HindIII in kleinere Fragmente geschnitten, die in
pBluescript-SK™ kloniert wurden. Einer der rekombinanten Klone wurde sequenziert. Der
Klon beinhaltete den groBten Teil der kodierenden Region des TOR13-Gens. Vom 5°-Bereich
der kodierenden Region des 7TORI3-Gens fehlten etwa 180 Bp. Die abgeleitete
Aminosiuresequenz zeigte, daBl der Genbereich, der fir die dritte extrazelluldre Schleife
kodiert, eine sogenannte nonsense Mutation enthélt. Der Austausch von Adenosin (Position
868) gegen Thymidin erzeugt an dieser Stelle ein Stoppsignal (AAG, Kodon fiir Lysin wird
zu TAG, Stoppkodon). Dies fiihrt dazu, daB3 die Translation vorzeitig abbricht. Dem Protein
fehlen die 7. transmembranale Domine und der C-Terminus. Im Laufe meiner Arbeit wurde
eine Veroffentlichung publiziert, in der die Mutation in der genomischen Sequenz des
TORI13-Gens aus 129/SV Maiusen bestitigt wurde (Strotmann et al., 1999). Das
entsprechende PCR-Fragment, das von Vanderhaeghen und Mitarbeitern (1997b) kloniert
worden war, wies diese Mutation nicht auf. Die Griinde hierfiir kdnnen ein Synthese-Fehler
wihrend der PCR sein, oder daB3 die Mutation nur im Mausstamm 129/SV auftritt. Um dies zu
iiberpriifen, wurden Hoden von Miusen drei weiterer Mausstimme (NMRI, B6 und C3H)
pripariert. Aus den Hoden wurde die Poly (A)" RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. In
PCR-Versuchen (2.11) mit den Primermn # 2330 und # 2682 (Bereich zwischen den
Nukleotiden 516 — 1.029 des TOR13-Gens) wurde mit den drei cDNA’s als Matrize ein
Fragment von TOR13 amplifiziert. Die Sequenzanalyse der cDNA-Fragmente bestétigte die
Mutation in den drei Mausstimmen. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen PCR-Fehler in der
Sequenz, die von Vanderhaeghen et al. (1997b) publiziert wurde. Die Klonierung der
gesamten kodierenden Region des TORI3-Transkriptes (# 2688/# 2682) aus Hoden-cDNA

zeigte, daB3 nur diese eine Punktmutation in der kodierenden Region vorliegt.

Nach derzeitigem Wissen ist unklar, ob G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ohne C-Terminus
mit G-Proteinen wechselwirken kénnen (Prado et al., 1998; Faussner et al., 1998). Zwar
wurden  fiir  G-Protein-gekoppelte = Rezeptoren  neben  G-Proteinen  weitere

Wechselwirkungspartner beschrieben (zur Ubersicht: Hall et al., 1999), aber der C-Terminus
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scheint auch die Faltung und Membranlokalisierung des Rezeptorproteins zu beeinflussen
(Oksche et al., 1998). Aus diesen Griinden wurde kein knock out mit dem TORI3-Gen
durchgefiihrt, obwohl TOR13 aufgrund der Expressionsanalyse zuerst als ein geeigneter
Kandidat fiir ein knock out-Experiment erschien. Im folgenden wird die Charakterisierung des
ebenfalls hoch im Hoden exprimierten TORS! beschrieben.

3.1.6.1.2 Analyse des TORSI-Gens

Es wurde die DNA der isolierten A-Phagen mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Xbal,
Xbal/ EcoRI, EcoRI) geschnitten (2.6.1), in einem Gel aufgetrennt (2.5.4) und einem
Southernblot unterzogen (2.8.1.1). Die Membran wurde mit einer radioaktiv markierten

Sonde von TORS1 unter stringenten Bedingungen (65 °C) hybridisiert.

Abb. 19: Southernblot-Analyse der DNA eines isolierten A-Phagen mit einer TORS-spezifischen Sonde (#
2339/# 2340). In jeder Spur wurden ~ 200 ng der A-Phagen DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran transferiert. Die DNA wurde vor dem Auftrag mit Xbal (1), Xbal/EcoRI (2) und EcoRI (3)
geschnitten. Die Membran wurde unter stringenten Bedingungen hybridisiert (65 °C). Rechts angegeben ist der
DNA GroBenstandard: A-DNA EcoRI/HindIIl geschnitten. Die Membran wurde 30 min bei —80 °C exponiert.

Ein 1,6 kBp grof3es genomisches Restriktionsfragment (geschnitten beidseitig mit Xba I; Abb.
19, Spur 1) von Rezeptor TORS1 wurde in pBluescript-SK™ kloniert (2.6.3). Die
Sequenzanalyse (2.12) von rekombinanten Klonen zeigte, daB das DNA-Fragment die
gesamte kodierende Region des TORSI-Gens beinhaltete. Zusétzlich umfaBte das genomische
DNA-Fragment 492 Bp 5°- und 255 Bp 3°- nicht-kodierende Sequenzen. Das Gen kodiert fiir
ein Protein von 309 Aminosduren mit einer errechneten Molmasse von 34,3 kDa. TORSI1
gehort zur Klasse II (Sdugetier-dhnliche) der Duftstoffrezeptoren. Die hochste Homologie mit
anderen OR liegt bei 51 % identischen Aminosduren mit einem menschlichen Rezeptor,
OR1-25 (Rouquier et al, 1998, kloniert aus dem olfaktorischen Epithel). Die néichst
verwandten Maus OR haben mit TORS1 eine Aminosaure-Identitit von 43 %. Hierbei
handelt es sich um zwei putative OR (BAB30564.1; BAB30304.1), die aus adultem Hoden
kloniert wurden (Carninci et al., 2000) sowie um zwei OR, die aus dem olfaktorischen Epithel

kloniert
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wurden (Rezeptoren T2 und T3, Lane et al., 2001). Dies bedeutet, daB Rezeptor TORS1 zu
einer eigenen neuen Subfamilie zu zihlen ist.

Um zu priifen, ob diese Subfamilie weitere Mitglieder umfaft, wurde genomische DNA aus
Mausgehirnen isoliert und in einem Southernblot-Experiment mit einer TORSI-spezifischen
Sonde hybridisiert. Die genomische DNA wurde mit Xbal geschnitten, so daB3 fiir TORS/ ein
Fragment von 1,6 kBp (Xbal) zu erwarten war.

a) b)
kBp

_- 5,148

e — 4268

* —— 3,530

e e - 12'881

Abb. 20: Southernblot-Analyse von genomischer DNA mit einer TORSI-spezifischen Sonde (# 2339/ #
2340). In jeder Spur wurden 11 pug genomische DNA aus Mausgehim gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nylonmembran transferiert. Die DNA wurde vor dem Auftrag mit Xbal geschnitten. Die Membran in a)
wurde unter stringenten Bedingungen hybridisiert (65 °C). Die Membran in b) wurde unter gering stringenten
Bedingungen hybridisiert (55 °C). Rechts angegeben ist der DNA GréBenstandard: A-DNA EcoRI/HindIII
geschnitten. Die Expositionsdauer betrug 1 Woche bei — 80 °C.

Das einzige markierte DNA-Fragment (Abb. 20a, b) war allerdings etwa 2,7 kBp groB3. Dieser
genetische Unterschied (Polymorphismus) 148t sich sehr wahrscheinlich durch die
Verwendung von zwei unterschiedlichen, nicht isogenen 129/SV Maussubstimmen fiir die
Klonierung von TORS1 (129/SV J genomische Bibliothek) und den Southernblot-Nachweis
(129/SV P genomische DNA aus Gehimen) begriinden (Threadgill, 1997). Durch Herabsetzen
der Stringenz von 65 °C Hybridisierungstemperatur auf 55 °C wurden keine weiteren Signale
erhalten (Abb. 20b). Der diffuse Hintergrund ist auf eine unspezifische Kreuzreaktivitit der
Sonde mit genomischer DNA aufgrund der geringen Stringenz zu begriinden. Aus diesem
Southernblot-Experiment (Cluster-Analyse) kann man ableiten, dal TORS! das einzige Gen

dieser Subfamilie ist.
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3.1.6.1.3 Chromosomale Lokalisierung des TORS1-Gens

Die chromosomale Lokalisierung des Gens von TORS! wurde mit Hilfe des radiation hybrid
mappings durchgefiihrt (2.13). Die Lokalisierung erfolgt durch PCR mit genspezifischen
Primern (Abb. 21). Als Matrize wird in diesen PCR’s genomische DNA aus Hybridom-Zellen
eingesetzt (2.13). In den PCR-Ansétzen wird jeweils die DNA einer der 100 unterschiedlichen
Hamster/Maus Hybridom-Zelllinien (T31 Panel, Research Genetics Inc., 2130 Memorial
Parkway SW, Huntsville, AL 35801, USA) verwendet. Die jeweiligen Zelllinien
unterscheiden sich durch stabil integrierte Fragmente des Mausgenoms (2.13). Fiir jede
Zelllinie erhdlt man in den PCR-Experimenten entweder ein positives oder ein negatives
Resultat. Die chromosomale Zuordnung erfolgt durch Vergleich der erhaltenen PCR-Daten
mit den PCR-Resultaten von Markern (DNA-Sequenzen), deren chromosomale Lokalisierung
bekannt ist.

Das Gen von Rezeptor TORSI ist auf Chromosom 11 lokalisiert, 8,3 cR vom Marker
D11Mit208 (DNA segment, Chr 11, Massachusetts Institute of Technology 208) entfernt. Die
genetische Position (durch Kopplungs-Analysen bestimmt) des Markers auf Chromosom 11
ist 33 cM. Dieser Bereich des Maus-Chromosoms 11 entspricht dem menschlichen
Chromosomenabschnitt 17p11.2. Auf dem Maus-Chromosom 11 wurden bisher zwei weitere
OR-Cluster (olfrl, olfr10) identifiziert. TORS1I ist zwischen den Clustern olfrl und olfr10
lokalisiert. Das Cluster olfr1 hat die genetische Position 44 ¢cM und beinhaltet mindestens 13
Gene (Sullivan et al., 1996; Lapidot ef al., 2001). Das synthine OR-Cluster des Menschen ist
auf dem Chromosomenabschnitt 17p13.3 lokalisiert (Ben-Arie ef al., 1994; Glusmann et al.,
1996, 2000). Fiir Mitglieder dieses Clusters wurden orthologe Gene ebenfalls in Primaten
beschrieben (Sharon ef al., 1999). Das Cluster olfr10 hat die genetische Position 30 cM auf
Chromosom 11. In diesem Cluster konnte ein Gen lokalisiert werden (L45, Sullivan et al.,
1996).
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Abb. 21: PCR-Experimente zur chromosomalen Lokalisierung des TORSI-Gens.

a — ¢) PCR-Ansitze mit TORS1-spezifischen Primern (# 2512/# 2513, 326 Bp). Als Matrize wurde in den PCR’s
die DNA von je einer der 100 Hybridzelllinien eingesetzt (T31 Panel, Research Genetics Inc., 2130 Memorial
Parkway SW, Huntsville, AL 35801, USA). Die PCR-Bedingungen sind in 2.13 aufgelistet. Der gesamte PCR-
Ansatz (10 pl) wurde auf das Gel aufgetragen. Die PCR Amplifikate sind mit einem Pfeil markiert (links). Die
Spuren, in denen der GréBenstandard aufgetragen wurde, sind mit M gekennzeichnet. Verwendet wurde A-DNA,
HindIII geschnitten (a,b) und A-DNA, EcoRI/HindIII geschnitten (c).

3.1.6.1.4 Heterologe Expression des Duftstoffrezeptors TORS1

TORSI ist nicht nur in Keimzellen, sondern auch im olfaktorischen Epithel exprimiert
(3.1.3.1). Es sollte deshalb prinzipiell mdglich sein, den heterolog exprimierten Rezeptor
TORS1 mit einem Duftstoff funktionell zu aktivieren. Aus der chemischen Natur des
Duftstoffes lassen sich dann vielleicht Riickschliisse auf die Klasse der Ligandenmolekiile in
Keimzellen ziehen.

Die Aminosaduresequenz des neu klonierten Rezeptors TORSI ist in Abbildung 22 dargestellt.
Der Rezeptor enthilt im N-Terminus eine potentielle Glykosylierungsstelle (fett gedruckt). In
der Sequenz sind sieben hydrophobe Bereiche zu finden, die sehr wahrscheinlich a-helikale,
membrandurchspannende Doménen ausbilden (TM, iiberstrichen). Hervorgehoben sind
Sequenzmotive, die in der Duftstoffrezeptor-Familie hoch konserviert sind (grau unterlegt).
Diese Motive spielen sehr wahrscheinlich unter anderem eine Rolle bei der Wechselwirkung
mit G-Proteinen wie Goir (Pilpel & Lancet, 1999, Skoufos, 1999).
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™ 1

TORS1 MKTPSNSTEADFILLGLFSHTHANSLLLSVVLVIFTASLMGNT - 47
™ 2
TORS1 LMILLICRDPRLHAPMYFLLSQLSLMDMMLVSTIVPKMAANYLTSTRSISPAGCGSQIFL -103
™3 ™ 4
TORS1 FLTLAGGECFLLAAMSYDRYVAICFPLRYHVLMNPKLCAYLTVGSWLLGAADGLMQAGTI -163
T™ 5
TORS1 LSFPFCHSRTINHFFCEAPSLVRLACADTKVFEFFMYICCILMLLIPLSLVLASYSLILA -223
™™ 6
TORS1 TVLRMRSSAARKKAFTTCSSHLAVVGLEYGAIIFIYMRPKSHOPGKSDKVVSAFYTIFTP -283
™7
TORS1 VLNPLIYSVRNKEVKGALRKWLQKTV -309

Abb. 22: Darstellung der abgeleiteten Aminosauresequenz von TORS1 aus Maus-Hoden.

Uberstrichen sind die transmembranalen Segmente TM 1 — 7 (Programm: Helixmem, PC/Gene Version 6.70).
Fett und unterstrichen ist die potentielle Glykosylierungsstelle des Rezeptors im N-Terminus. Die eingerahmten
Peptid-Motive sind in der Duftstoffrezeptor-Superfamilie hoch konserviert (Skoufos, 1999; Pilpel & Lancet,
1999). Blau markiert sind Cysteine, die an dieser Position in allen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu finden
sind und sehr wahrscheinlich eine Disulfidbindung ausbilden. Rechts angegeben sind die Aminosédurepositionen
beginnend mit dem Startmethionin (rot markiert).

Eine funktionelle Aktivierung von TORSI1 setzt voraus, daB der Rezeptor in die
Plasmamembran der Wirtszelle eingebaut wird. Fiir die heterologe Expression in HEK 293-
Zellen (human embryonic kidney) und COS-1 Zellen (2.18) wurde der Vektor pSVL
(Pharmacia) verwendet. Die Transkription in diesem Vektor wird iiber den SV 40 late
Promoter reguliert (Tempelton & Eckhart, 1984). Im Falle von zellschidigenden Proteinen, zu
denen vermutlich Duftstoffrezeptoren zdhlen, ist es fiir die Wirtszelle vorteilhaft, wenn das
fremde Protein erst spit im Zellzyklus exprimiert wird. Auf diese Weise werden durch die
Aussaat gestreBte Wirtszellen nicht zeitgleich durch toxische Genprodukte belastet. Der
Rezeptor TORS1 wurde mit einer Peptidsequenz aus dem Influenza Himagglutinin-Protein
(HA-Epitop, Aminosduren 98 — 108, YPYDVPDYASL) versehen, um den Rezeptor mit
monoklonalen anti-HA-Epitop-Antikérpern nachweisen zu konnen.

Ausgangsklon fiir die Konstruktion des Expressionsplasmids war pPB2ZHAHSTORO07J (Abb.
23). Dieser Klon beinhaltete die kodierende Region eines menschlichen Duftstoffrezeptors
(HSTORO07J, Kebekus, Dissertation, Hannover, 1998), an dessen N-Terminus zwei HA-
Epitope angehdngt waren. Dieses Plasmid wurde mit Sacll linearisiert und die Enden wurden
mit dem Klenow-Enzym geglittet. Das HSTOR07J-Gen wurde anschlieBend mit Xbal aus
dem Vektor herausgeschnitten. Die kodierende Region des Rezeptors TORS1 wurde mit dem

Primer #
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2490, der eine Xbal Schnittstelle enthdlt, und # 2469 als Gegenprimer amplifiziert. Als
Matrize in dieser PCR diente der rekombinante genomische Klon von TORS! (pBgenTORS]).
Das PCR-Fragment wurde mit Xbal geschnitten und in den geschnittenen Vektor mit den
beiden HA-Epitopen eingesetzt. Rekombinante Klone wurden durch Sequenzierung liberpriift.
Das Insert (2HA-TORSI1) eines dieser rekombinanten Klone wurde mit den Enzymen Xhol
und Sacl herausgeschnitten und in den kompatibel geschnittenen Vektor pSVL eingefiigt
(Expressionsplasmid: pSVL2HATORSI1).

| Vorbereitung des HA-Epitop Vektors Il Vorbereitung der kodierenden
Region von TORS1
pBZHAHSTORO7J pBgenTORS1
Xbal Xbal
K°|zak A‘I|‘G T?A
T HA-Epaopd‘r HSTORO07J ;17,{:-’-- —_;::I" —_TORST |-

| #2490 #2489

Xhol Xbal Sacll, Sacl

1. PCR mit # 2490/ # 2469

1. Restriktion mit Sacll
2. Restriktion des PCR-
2. Glatten der Enden Fragments mit Xbal
3. Restriktion mit Xbal
v v
Kozak glattes Ende ATG TGA
| 1
'ﬁi*'—‘@ﬁﬁﬁ@ﬁ-j ‘é“ TSR
Xhol Xbal Sacl Xbal glattes Ende
e ‘———————J Ligation
Kozak ATG jA
: —,f.ij[’ {2 HA-Epifol ",—|L7w1; e
lll Vorbereitung des pSVL-Vektors L ==
pSVL (Pharmacia) Xhol Sacl
1. Sequenzierning
l Restriktion mit Xhl, Sacl l 2. Restriktion mi Xhol, Sac!
Pwﬁer
v \ — KOTal‘ ATG TGA
‘ ‘ ’E_H_M- Epitopef __TORST \
Xhol Sacl —‘
Xhol Sacl
Ligation
PSYL2HATORS1 v
" Irzlﬁwspnop ; { TORST l| ‘ =
Xhol Sacl

Abb. 23: Schematische Darstellung der Konstruktion des Expressionsplasmids pSVL2HATORSI1
(Erklarung siche Text).
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3.1.6.1.5 Westernblot-Analyse des heterolog exprimierten Rezeptors TORS1

Fiir die heterologe Expression des Rezeptors wurden HEK 293-Zellen und COS-1 Zellen mit
pSVL2HATORS] transient transfiziert (2.18.2). Der Nachweis des Proteins erfolgte mit
einem anti-HA-Epitop-Antikorper. Der Erstantikdrper wurde mit einem Fluorophor-
gekoppelten Zweitantikorper durch konfokale Lasermikroskopie nachgewiesen (2.20). Bei der
transienten Transfektion von HEK 293-Zellen wurden weniger als 1 % der Zellen, bei der
transienten Transfektion von COS-1 Zellen ~ 40 % der Zellen gefirbt. Es wurden
ausschlieBlich zytoplasmatische Bereiche angefarbt. Auch die Verwendung des Rhodopsin N-
Terminus® als eine Signalsequenz fiir die Insertion des ORs in die Plasmamembran
(Krautwurst et al., 1998) bzw. die Verwendung eines anderen Promoters, der friih im
Zellzyklus aktiviert wird (CMV-Promoter), fiihrte nicht zur Membraninsertion des Rezeptors
(Daten nicht gezeigt).

Durch Westernblot-Experimente sollte untersucht werden, ob von den Wirtszellen (COS-1
Zellen) ein Protein der erwarteten Molmasse synthetisiert wird und ob dieses Protein von den
Wirtszellen posttranslational modifiziert wird. Fiir diese Experimente wurden
Membranproteine aus Zellen pripariert (2.14.1), die transient mit pSVL2HATORSI
transfiziert worden waren. Nach Abtrennung der Zellkerne wurden die Membranproteine in
Triton X-100 solubilisiert. Die Membranproteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.16) und auf eine Membran iibertragen (2.17). Der Nachweis
des Rezeptors erfolgte indirekt {iber das N-terminal an TORS1 angehingte HA-Marker-Peptid
mit dem anti-HA-Epitop-Antikérper. Als Nachweissystem diente ein Chemilumineszenz-
System (ECL, Amersham).

1 2 kDa
— 67
43
- — 30
20

Abb. 24: Westernblot-Analyse von Membranproteinen aus transfizierten COS-1 Zellen.

Es wurden jeweils 60 ug Membranproteine aus COS-1 Zellen, die mit pPSVL2HATORSI (1), oder als Kontrolle
mit pSVL/KI1Ct (2), einer menschlichen Duftstoffrezeptor-cDNA (Kebekus, Dissertation, Hannover, 1998),
transfiziert waren, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran iibertragen. Der immunologische
Nachweis erfolgte mit dem anti-HA-Epitop-Antikorper (1:200). Als Marker wurde der ,,Low molecular weight
marker (LMW)* (Pharmacia) verwendet.

Die Westernblot-Analyse ist in Abb. 24 dargestellt. Es werden zwei Proteine mit einer
Molmasse von etwa 29 kDa und 33 kDa markiert (Spur 1). In einer
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Membranproteinpréparation aus Kontrollzellen, die mit einer Kontroll-cDNA transfiziert
worden waren, wird kein Protein detektiert (Spur 2). Die errechnete Molmasse von TORSI
betrigt 34,2 kDa. Apparente Molmassen von Duftstoffrezeptoren zwischen 25 — 32 kDa in
der SDS-PAGE wurden bereits von anderen Autoren beobachtet (Gat et al., 1994; Krieger et
al., 1994; Nekrasova et al., 1996; Menco et al., 1997, Monastyrskaia et al., 1999). Sehr
wahrscheinlich reprisentiert die untere Bande das nicht posttranslational modifizierte
Rezeptorprotein. Die groere Bande stellt vermutlich den glykosylierten Rezeptor dar
(Erkennungsstelle fiir N-Glykosylierung: N°, siche Abb. 22). Eine Glykosylierung von OR
konnte in vitro (Gat et al., 1994; personliche Mitteilung Dr. I. Weyand) und in vivo (Krieger
et al., 1994) indirekt durch PNGase F Behandlung der Rezeptorproteine nachgewiesen
werden.

Die Versuche zur heterologen Expression von OR haben gezeigt, dal die entsprechenden
Proteine von den Wirtszellen synthetisiert und sehr wahrscheinlich auch posttranslational

modifiziert werden (3.1.6.1.5).

3.2 Nachweis von Komponenten eines cAMP-vermittelten Signaltransduktionsweges in

méannlichen Keimzellen

In den Riechzellen koppeln Duftstoffrezeptoren an das stimulatorische G-Protein G (Jones
& Reed, 1989; Belluscio et al., 1998). Gqr aktiviert seinerseits die Adenylylzyklase (AC) vom
Typ IIT (Bakalyar & Reed, 1990; Wong et al., 2000). Die Wechselwirkungspartner von OR in
Spermien sind unbekannt. Es gibt Hinweise, dal Goir und ACIII in Spermien-Vorlduferzellen
exprimiert werden (Zigmann et al., 1993; Defer et al., 1998; Gautier-Courteille et al., 1998).
Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnten stimulatorische G-Proteine in reifen Spermien
bisher nicht nachgewiesen werden (Hildebrandt et al., 1985; Kopf et al., 1986; Bentley et al.,
1986, Hinsch et al., 1992; Merlet et al., 1999). Im Gegensatz zu diesen Autoren war es Fraser
und Adeoya-Osiguwa (1999) mit Hilfe von Westernblot-Experimenten moglich G in

Spermien nachzuweisen.
3.2.1 Klonierung und immuneologischer Nachweis von Ggqr
Gt ist nicht nur in Riechzellen, sondern auch in verschiedenen anderen Geweben exprimiert

(Drinnan et al., 1991; Zigman et al., 1993; Glatt & Snyder, 1993; Hervé ef al., 1993, 1995).

G- Transkripte wurden durch Northernblot-Experimente mit menschlicher Hoden-RNA
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(Zigman et al., 1993) nachgewiesen. In Westernblot-Experimenten konnten G-Proteine mit
der Molmasse von Gggr im Sdugetier-Hoden nachgewiesen werden (Zigman et al., 1993;
Defer et al., 1998). Mit Hilfe von in situ Hybridisierungs-Experimenten konnten Transkripte
der o-Untereinheit des Gy in menschlichen Spermatiden lokalisiert werden (Kebekus,
Dissertation, Hannover, 1998).

Zum Nachweis von Gg,ir in Keimzellen der Maus sollte zunédchst die kodierende Region der
cDNA mit Hilfe von PCR (2.11) kloniert werden. Publiziert waren Partialsequenzen (7.2,
Tabelle 10) des Maus-Gy,i-Transkriptes. Die Primer zur Klonierung des Go,ir wurden deshalb
anhand der Ratten Ggoir cDNA-Sequenz (Jones & Reed, 1989) ausgesucht (zur Homologie der
Gene siehe 7.2, Tabelle 10). Mit den Primern # 2825 und # 2826 (spezifisch fiir Gy 7.2,
Tabelle 11) konnte mit Keimzell-cDNA (2.9.1.2) ein 1143 Bp groBes cDNA-Fragment
amplifiziert werden (7.2, Abb. 39). Dieses beinhaltete das gesamte offene Leseraster von
Geolr- Das Transkript kodiert fiir ein Protein von 381 Aminosduren mit einer errechneten
Molmasse von 44,3 kDa. Das Geir der Maus teilt mit dem G der Ratte 96 % identische
Nukleinsduren und 99,5 % identische Aminosauren.

Zum Nachweis des Proteins wurden Westernblot-Experimente durchgefiihrt. Eingesetzt
wurde der Antikdrper C-18 (Santa Cruz). Dieser ist gegen ein Epitop aus der a-Untereinheit
des stimulatorischen G-Proteins (Gs) der Ratte gerichtet (Aminosduren 377 — 394). Im Maus

Ggoir liegt in diesem Bereich ein konservativer Austausch vor (Position 389 R (Gy) => K

(Gaolf))'
1 2 3 kDa
67

Gu I - 43
30

201

Abb. 25: Westernblot-Analyse von Proteinen aus olfaktorischen Zilien der Ratte sowie
Membranproteinen aus Hoden und Nebenhoden-Spermien der Maus.

Verwendet wurde AK C-18 (Santa Cruz) (1: 2.500). Aufgetragen wurden Membranproteine aus Hoden (1; 140
ug), Nebenhoden-Spermien (2; 80 pg) der Maus und Proteine aus olfaktorischen Zilien der Ratte (3; 3 ug).

Der Pfeil markiert die Position von Gr. Als Molmassenstandard diente der LMW-Marker (Pharmacia).

In Abb. 25 ist die Westernblot-Analyse mit dem Antikorper C-18 dargestellt. Der Antikdrper
erkennt Ggoir (~ 42 kDa) in Proteinen aus Rattenzilien (Spur 3). Zusétzlich wird ein Protein
von etwa 45 kDa schwach markiert. Proteine mit einer Molmasse von ~ 42 kDa und ~ 45 kDa
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werden ebenfalls in Hoden- (Spur 1) und Nebenhoden-Spermien-Membranproteinen (Spur 2)
erkannt. Bei dem Protein mit einer Molmasse von 45 kDa handelt es sich wahrscheinlich um
die lingere SpleiB-Variante von G (~ 45 kDa) (Rius ef al., 1994).

Zur zelluldren Lokalisation von Gger im adulten Hoden sowie in Nebenhoden-Spermien
wurden immunhistochemische Experimente (2.19.3; 2.19.4) durchgefiihrt. Der Erstantikorper
C-18 wurde mit Hilfe eines Fluorophor-gekoppelten Zweitantikérpers und einer
anschlielenden konfokalen Lasermikroskopie nachgewiesen.

In der Immunhistochemie (2.19.4) an Paraffinschnitten des adulten Hodens (2.9.7.1) wird mit
dem Antikérper C-18 eine sehr starke Farbung von Leydigzellen (Abb. 26a, Pfeilspitze) und
Zellen der GefiaBwinde (Abb. 26a, Pfeil) sowie eine sehr schwache Firbung von
Muskelzellen in der Lamina Propria beobachtet. Wie an den vier angeschnittenen
Samenkanilen zu sehen ist (Abb. 26a, 1 - 4), farbt der Antikorper keine Keimzellstrukturen.
In Kontrollexperimenten, in denen kein Erstantikérper verwendet wurde, wurden keine
Strukturen angefarbt (nicht gezeigt). In immunzytochemischen Experimenten mit dem
Antikorper C-18 an menschlichen, paraffineingebetteten Hodenschnitten werden die gleichen
Strukturen angefarbt (persdnliche Mitteilung Dr. Ralf Middendorff, UKE Hamburg). Bei der
Anfarbung handelt es sich sehr wahrscheinlich um den Nachweis des Proteins, das in der
Westernblot-Analyse eine Molmasse von 45 kDa zeigte, da diese Bande deutlich intensiver

als die Gyoir Bande (~ 42 kDa) war.
a) b)

Abb. 26: Imnmunzytochemische Firbung von Paraffinschnitten des Maus-Hodens.

Fiir den Nachweis wurde der Antikérper C-18 (Guyoarn 1: 25, Santa Cruz, (a)) eingesetzt. Die Detektion des
Erstantikorpers erfolgte mit einem Fluorophor-gekoppelten Zweitantikorper (Anti-rabbit-Alexa-488, 1: 400) und
anschlieBender konfokaler Lasermikroskopie. Der Pfeil in a) markiert ein Blutgefil. Die Pfeilspitze markiert die
Lage der Leydigzellen. Mit Zahlen versehen sind die vier angeschnittenen Samenkanile. b) Differential-
Interferenz-Kontrast (DIC) Aufhahme von a). LP: Lamina Propria. Der GroBlenbalken entspricht 100 pm (b).
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Fiir die Immunzytochemie an Nebenhoden-Spermien (2.19.3) wurde ebenfalls der Antikérper
C-18 (Gagaolf) eingesetzt. Der Antikorper farbt an Nebenhoden-Spermien deutlich die
akrosomale Region an (Abb. 27a, ¢, Pfeil). Die Flagellen der Nebenhoden-Spermien zeigten
nur Hintergrundfirbung. In Kontrollexperimenten, in denen kein Erstantikorper eingesetzt

wurde, war keine Fiarbung zu beobachten (nicht gezeigt).

a) b)

Abb. 27: Immunzytochemische Firbung von Nebenhoden-Spermien.

Fiir den Nachweis wurden Paraformaldehyd (4 %, 5 min) fixierte Nebenhoden-Spermien der Maus eingesetzt. a),
¢) Verwendet wurde der Antikérper C-18 (Guyuar, 1: 50). b), d) DIC Aufnahme von a) und c¢). Der
Erstantikérper wurde mit einem Fluorophor-gekoppelten Zweitantikérper (Anti-rabbit-Alexa-488, 1: 400)
detektiert. Die Aufnahmen wurden mit konfokaler Lasermikroskopie gemacht. Der Pfeil kennzeichnet die
akrosomale Region. Der GroBenbalken entspricht 100 pm (b) bzw. 10 um (d).
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In den immunzytochemischen Experimenten mufite der Antikoérper C-18 (1: 25, Abb. 26; 1:
50, Abb. 27) im Vergleich zur Westernblot-Analyse (1: 2.500, Abb. 25) deutlich héher
konzentriert eingesetzt werden. Der Grund hierflir ist wahrscheinlich in der Fixierung der
Zellen zu suchen. Die Experimente in Abb. 26 und Abb. 27 zeigen, daBl der Antikérper C-18
empfindlich gegeniiber der Fixiermethode bzw. der Fixierungsdauer ist. Wihrend bei
Nebenhoden-Spermien, die 5 min mit Paraformaldehyd fixiert wurden, eine
Antikdrperverdiinnung von 1: 50 verwendet werden kann, muBl der Antikérper fiir den
Nachweis an Hodenschnitten, die 30 min in Bouin fixiert wurden, 1: 25 verdiinnt eingesetzt
werden. Ggolr kann mit Hilfe der Westernblot-Analyse in Nebenhoden-Spermien-Proteinen
nachgewiesen werden. In immunzytochemischen Experimenten ist Gyorr allerdings nur im
akrosomalen Bereich nachweisbar. Da OR im mid piece von Spermien lokalisiert sind
(Vanderhaeghen et al., 1993; Walensky et al., 1995), ist eine Wechselwirkung von G mit

Duftstoffrezeptoren unwahrscheinlich.

3.2.2 Immunologische Experimente zum Nachweis der ACIII in ménnlichen Keimzellen

Goir koppelt in Riechzellen an die Adenylylzyklase (AC) vom Typ III (Bakalyar & Reed,
1989). Die ACIII ist auBer in den Riechzellen in weiteren neuronalen und nichtneuronalen
Zelltypen exprimiert (Xia et al., 1992; Gautier-Courteille et al., 1998; Ferrand et al., 1999;
Ishikawa et al., 2000). Die Expression der ACIII in Spermien-Vorlduferzellen von Ratte und
Maus (Defer et al., 1998; Gautier-Courteille et al., 1998) wirft die Frage auf, ob das Enzym

auch in reifen Spermien exprimiert ist.

Zum Nachweis des ACIII-Polypeptids wurden Westernblot-Experimente durchgefiihrt. Es
wurde ein Antikérper (C-20, Santa Cruz) verwendet, der spezifisch die ACIII erkennt. Der
Antikorper ist gegen die letzten 19 Aminosduren (1125 — 1144) des Ratten-Enzyms gerichtet.
Durch die Klonierung der kodierenden cDNA-Sequenz der ACIII aus der Maus (siehe 7.3,
Abb. 40) konnte gezeigt werden, dall das Epitop der Ratten ACIII identisch mit dem der Maus
ACIII ist.
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Abb. 28: Westernblot-Analyse von Proteinen aus Hoden und Nebenhoden-Spermien der Maus sowie von
Proteinen aus olfaktorischen Zilien der Ratte,

Aufgetragen wurden Hoden-Membranproteine (Spur 1, 140 ug), hypotonisch extrahierte Hoden-Proteine (Spur
2, 140 pg) und Nebenhoden-Spermien-Membranproteine (Spur 3, 60 pg) der Maus. Als Positiv-Kontrolle
wurden Proteine aus olfaktorischen Zilien der Ratte aufgetragen (Spur 4, 6 ug). Rechts angegeben ist ein HMW
Molmassenstandard (Pharmacia). Die Detektion des Erstantikérpers C-20 (1: 1000) erfolgte mit dem
SuperSignal "ULTRA Chemiluminescent Substrate (Pierce). Die Dauer der Exponierung betrug 15 sec.

Der Antikdrper C-20 erzeugt mit olfaktorischen Zilien der Ratte ein deutliches Signal im
Molmassenbereich von ~ 170 bis ~ 240 kDa (Abb. 28, Spur 4). Die breite Bande ist auf die
Glykosylierung der ACIII zuriickzufiihren (Bakalyar & Reed, 1990). Der Antikdrper erkennt
zusitzlich ein ~ 120 kDa Protein und eine diffuse Bande bei 53 bis 76 kDa (Spur 4). Bei dem
~ 120 kDa Protein konnte es sich um die nicht glykosylierte Form der ACIII handeln
(theoretische Molmasse ~129 kDa). Da Zilienproteine sehr Proteolyse-empfindlich sind (Dr.
I. Boekhoff personliche Mitteilung), handelt es sich bei der 53 bis 76 kDa Bande
wahrscheinlich um proteolytisch abgebaute Fragmente der ACIII. In Membranproteinen aus
Maus-Hoden werden zwei Proteine markiert (Spur 1). Bei dem Protein mit einer Molmasse
von ~ 155 kDa handelt es sich um ein ldsliches Protein, da in einem hypotonischen
Proteinextrakt aus Maus-Hoden ein Protein mit gleicher Molmasse erkannt wird (Spur 2).
Neben dem ~ 155 kDa-Protein wird noch ein Protein mit einer Molmasse von ~ 98 kDa (Spur
1) erkannt. In Membranproteinen aus Nebenhoden-Spermien der Maus (Spur 3) wird
ausschlieBlich ein Protein mit einer Molmasse ~ 53 kDa markiert (nicht gezeigt). Die ACIII
ist weder im Maus-Hoden noch in Nebenhoden-Spermien in der Westernblot-Analyse
nachweisbar. In immunhistochemischen Experimenten wurden Hodenschnitte von adulten
Maiusen mit dem Antikdrper C-20 untersucht. Es wurden die akrosomalen Bereiche von
runden und elongierten Spermatiden gefarbt (Daten nicht gezeigt). Eine Anfarbung dieser
Strukturen mit dem Antikdrper C-20 wurde auch von Gautier-Courteille ef al. (1998)
beobachtet. Diese Farbung ist allerdings nicht auf die ACIII sondern sehr wahrscheinlich auf
die Kreuzreaktion mit dem 155 kDa Protein zuriickzufiihren. Die ACIII scheidet aus diesen
Griinden als Effektormolekiil fiir die Duftstoffrezeptoren in Spermien aus.
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Zusammenfassend 148t sich sagen:

Transkripte von Ggor konnten in Keimzell-cDNA nachgewiesen werden. Ggor konnte mit
Westernblot-Experimenten in Nebenhoden-Spermien detektiert werden. Ggor wurde im
akrosomalen Bereich von Nebenhoden-Spermien immunologisch lokalisiert (3.2.1).
Transkripte der ACIII konnten in der cDNA von angereicherten Keimzellen identifiziert
werden. Das ACIII-Protein konnte jedoch weder in Hoden-Keimzellen noch in Nebenhoden-
Spermien der Maus nachgewiesen werden (3.2.2). Falls OR die Rezeptoren fiir chemotaktisch
wirksame Substanzen darstellen, dann vermitteln sie das Signal in Spermien nicht iiber die

klassische - aus Riechzellen bekannte - cAMP-Signalkaskade.

3.3 Nachweis von Signalkomponenten eines cGMP-vermittelten Signalweges

3.3.1 Klonierung und immunologischer Nachweis der Guanylylzyklase-D

In Spermien von Seeigeln stellen membranstindige Guanylylzyklasen die Rezeptoren fiir
chemotaktisch wirksame Peptide dar (Fiille & Garbers, 1994). Die GC-A ist die einzige
membrangebundene Guanylylzyklase, die bislang in Spermien von Sdugetieren lokalisiert
wurde (1.1.1.2, Silvestroni et al., 1992). Der Ligand der GC-A ist ANP. ANP scheidet als
chemotaktisch wirksame Substanz aus (siehe 1.1.1.2). Um zu priifen, ob weitere
membranstindige Guanylylzyklasen in Spermien von Saugetieren exprimiert werden, wurde
zundchst eine Datenbankrecherche (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast; Datenbank Maus
EST’s, expressed sequence tag) mit den cDNA-Sequenzen aller bekannten Sdugetier Rezeptor
GC’s durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Recherche konnte ein EST der Maus Guanylylzyklase-D
(GC-D, Fiille et al., 1995) identifiziert werden, das aus Hoden-cDNA stammte. EST’s werden
aus cDNA kloniert und sind somit ein Hinweis auf die Expression eines Gens im jeweiligen
Gewebe.

Die GC-D ist im olfaktorischen Epithel in einer Subpopulation von OSN exprimiert. Diese
Subpopulation ist wahrscheinlich fiir die Erkennung von Liganden verantwortlich, die das
Reproduktions— und Sozialverhalten steuern (Fiille et al,1995; Juilfs et al.,1997). Die
Liganden der GC-D sind unbekannt. Von dem GC-D-Gen der Maus waren sowohl
genomische Fragmente (nr Datenbank NCBI, Tabelle 14a, 7.4), als auch EST-Fragmente aus
Thymus und Hoden (EST Datenbank NCBI, Tabelle 14b, 7.4) bekannt. Die genomischen
Fragmente enthielten Sequenzen, die fiir das Signalpeptid, die extrazellulire Doméne und das

Transmembransegment kodieren. Die EST’s aus dem Thymus kodieren fiir Bereiche aus der
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intrazelluldren Doméne (Abb. 29). Das EST aus dem Maus-Hoden kodiert fiir die letzten 22
Aminoséduren aus dem C-Terminus der GC-D und enthélt nicht-kodierende Sequenzen direkt
im AnschluB} an das Stoppkodon.

Um die vollstindige cDNA-Sequenz der Maus GC-D zu isolieren, wurden verschachtelte
PCR-Experimente durchgefiihrt (Abb. 29). Die Primer # 2650, # 2651 und # 2612 wurden
anhand der Ratten cDNA-Sequenz, die ibrigen Primer anhand der Maussequenzen
ausgewdhlt.

In PCR-Experimenten konnten mit den Primerkombinationen # 2650/# 2651 und # 2612/#
2823 (7.4, Tabelle 15a) aus Keimzell-cDNA zwei iberlappende c¢DNA-Fragmente
amplifiziert werden. Die ¢cDNA-Fragmente wurden in pBlueskript-KS™ kloniert und die
rekombinanten Klone sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, dal die Fragmente fiir einen
grofen Teil der intrazelluliren Domine der GC-D kodieren (Abb. 29, entspricht den
Aminosduren 562 — 1099 der Ratten GC-D).

a)

SP ECD TV KHD - ccb -
b) EST1 EST 3
Exon 2 o XN s—— —
Exon 3 Exon5 EST2 EST 4
c)
I |
NT 95 NT 3424
ATG TGA
d) 2650 2651
— —
2950 —. -
2951 2612 2823
2052 2953
-_—
2965 2966
296:3 2564 296'?' 22953

Abb. 29: Klonierungsstrategie fiir die cDNA der Maus GC-D.

a) Darstellung der funktionellen Doménen des GC-D Proteins, b) Bisher veroffentlichte cDNA-Sequenzen der
Maus GC-D (siehe 7.4), ¢) Lange der klonierten cDNA der Ratten GC-D, d) PCR-Strategie zur Amplifikation
der Maus GC-D-cDNA. Rechts ist der Teil der cDNA-Sequenz mit entsprechenden Primern abgebildet, der
amplifiziert werden konnte. Im linken Teil sind in rot die cDNA-Sequenzen dargestellt, die bislang nicht in
PCR-Versuchen amplifiziert werden konnten, SP: Signalpeptid, ECD: Extrazellulire-Domiine, TM:
Transmembran-Doméne, KHD: Kinase-Homologie-Domine, CCD: Katalytische-Domiine. NT: Nukleotid, ATG:
Startkodon, TGA: Stoppkodon.

PCR-Versuche zur Amplifikation der cDNA-Sequenz, die fiir die extrazellulire Doméne
kodiert, blieben erfolglos. Dies ist erstaunlich, da die Primer anhand der publizierten

Maussequenzen ausgesucht wurden (Abb. 29) und somit eine Fehlpaarung zwischen Primer
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und c¢DNA-Matrize ausgeschlossen werden kann. Um  auszuschlieBen, daB
Sekundérstrukturen der cDNA die DNA-Synthese wahrend der PCR behindern, wurde das
,,GC-Rich* PCR-kit (Roche) verwendet. Auch mit diesem PCR-kit konnte die 5°‘-terminale
Halfte der cDNA-Sequenz nicht amplifiziert werden.

Um zu iiberpriifen, ob die GC-D auch im Hoden anderer Spezies exprimiert wird, wurden
PCR-Experimente durchgefiihrt. Eingesetzt wurde cDNA aus dem Hoden des Menschen. Die
Primer (# 3023/# 3024, 7.4, Tabelle 15b) wurden anhand zwei konservierter Bereiche der
cyclase catalytic domain (CCD) ausgesucht (Abb. 30).

3023

RATGCD - CAGTTCARAAGCATCARCCARGGCRAGRAGACAAGTGTTGUTGACTCCATGCTGOGGATGC TGGAGAAGTATTCCCARAGCCTGGARGETCTGGTCCAGG - 2642
SV1Z9GCDPA - CAGTTCARARGCATCARCCAAGGCAAGHAGACAAGTGTTGTAGACTCCATGCTGCGGATGC TGGAGAAGTATTCCGARRGCCTGGRAGATCTGGTCCAGSE ~ 55
RumGCD - CAGTTCARRAGCATCARCCARGGCAAGACGACCAGTGT TGCTGACTCCATGCTGTGGT TGCTGGAGARATATTCCCAGARCCTGGAGGACCTGATTCAGS - 100
RATGCD - AGCGGACTGAGGAGCTGGAACTGGAGAGGCGGAAGACAGAGAGGCTGCTCTCACAGATGCTCCCCOOGTOTGTCGLCCATGCTC TARAGRTGGGARCARS -~ 2742
SV1ZBGCDPA - AGCGGACTGAGGAGCTGGAACTGGAGAGGCGGAAGACAGAGAGGCTGCTCTCGCAGATGCTCCCTCCGTCTGTCGCCCATGCTCTRARGATGGGGACARC -~ 855
HumGCD = AGCAGACTGAGGAACTGGAGCTGARAGAGAGAGAAGACAGARAGGCTGCTCTET CAGATGATTCCCCCGROTGT GECTEAAGCTCGEGRAARRTGEGGECARC 200
RATGCD - TGTGGAGCCCGAGTACTTTGACCARGTCACCAT CTATT TCAGTGACATCGTGGGCTTT ACCACCATCTCAGCCTTGAGTGAGCCCATTGAGGTGGTGEGC - 2842
SV1Z29GCDPA - AGTGGAGCCCGAGTACTTUGACCAGGTCACCATCTATTTCAGTGACATCGTGGGCTTCACCACCATCTCAGCCTTGAGTGAGCCCATTGAGGTGGTGEEC ~ 1055
HumGCD = TGTGGARCCAGGGTATTTTGACCAGGTTACCATATACTTCAGTGACATTGTGEGTTTCACCATCATCTCAGCCCTGAGTGARCCCATTGAGGLGGTGGGT ~ 300
RATGCD = TTCCTCAATGATCTCTACACGATSTTIGATECTGTTCT ~ 2880

SV1Z28GCDEA - TTCCTCAATGATCTCTACACCCTGTTTGATGCTGTTCT - 1093

HumGCD - TTGCTCARCGATCTCTACATGCTGTTTGATGCTGTTCT ~- 338

=~ 3024

Abb. 30: DNA-Sequenzvergleich eines Abschnitts aus der Kkatalytischen-Doméine der GC-D
unterschiedlicher Spezies. Verglichen wurden ~ 340 Bp aus der katalytischen-Doméne (CCD) der GC-D aus
Ratte (RATGC-D), Maus (SV129GCDPA) und Mensch (HumGCD). Grau unterlegt sind die konservierten
Bereiche anhand derer die Primer # 3023 und # 3024 ausgesucht wurden. Rechts angegeben sind die
Nukleotidpositionen. Die Abweichung eines Nukleotids an einer Position von den entsprechenden Nukleotiden
der beiden anderen Sequenzen an dieser Position ist rot markiert.

Es konnte ein PCR-Fragment der errechneten Grofe amplifiziert werden (Abb. 31).
M

Abb. 31: PCR-Nachweis von GC-D-Transkripten im menschlichen Hoden.

Der PCR-Versuch wurde mit random geprimter Hoden-cDNA des Menschen durchgefiihrt. Eingesetzt wurden
die Primer # 3023 und # 3024. Der gesamte PCR-Ansatz (25 pl) wurde in einem 1,5 % Gel aufgetrennt. Mit
einem Pfeil markiert ist das cDNA-Fragment der menschlichen GC-D (411 Bp). Rechts aufgetragen ist der
GroBenstandard: A-DNA EcoRI/HindIII geschnitten.
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Der bisher klonierte Bereich der Maus GC-D ist 94,1 % identisch mit dem entsprechenden
Bereich der Ratten cDNA-Sequenz. Auf Proteinebene betrigt die Identitit 95,5 %.

1 2HGCDEA VEAFLEHTNVALYQGEWVWLEKFEAGVAPDLRPSSLEFLEKLEEMRHEN
ATGOT SPOSVIQGSTRSVEAFLEHTNVALY QGEWVWLERFEAGTAPDLEFSSLS LLREMEEMEHE?

KHD
1 29GCDPA= TFRASLLLDLIRGLEY LHHREFFHGRLKSRNCVVDTRFVLE I TOHG Y AEF LESHOS SRFQFAFEELLWTA ; ;
TFEAS LLLDLIRGLEY LHHEHF FHGRLES RNC DTRFVLRITOHGS TAEFLESHCSFREQPAPEELLWTAY ELLRGERGEW

Abb. 32: Vergleich der Aminosiduresequenzen der Maus (partial), Ratten und menschlichen (partial) GC-
D. Fiir den Sequenzvergleich wurde der klonierte cDNA-Bereich der Maus GC-D translatiert (SV129GCDPA)
und mit dem entsprechenden Proteinabschnitt der Ratten GC-D (RATGCD) sowie einem Bereich aus der
menschlichen GC-D (HumGC-D, translatiert wurde EST: BF513152) verglichen. Rechts angegeben sind die
Aminosdurepositionen der Ratten GC-D und des Mauspeptids. Sequenzunterschiede sind in der Maussequenz rot
markiert. Die Kinase-Homologie-Doméne (KHD) sowie die C-terminale katalytische-Doméine (CCD) sind
tiberstrichen. Die Grenzen dieser Bereiche wurden von Fiille et al., 1995 iibernommen.

Zum Nachweis des GC-D Proteins im Hoden und in Nebenhoden-Spermien wurden
Westernblot-Experimente (2.17) durchgefiihrt. Es wurden Hodenmembranen (140 pg Protein)
und Membranen von Nebenhoden-Spermien (100 pg Protein) in diesen Experimenten
eingesetzt. Als Kontrolle dienten Zilien-Proteine aus dem Riechepithel der Ratte (30 ug
Protein). Fiir den Nachweis wurde der Antikorper 1055 eingesetzt (Juilfs et al., 1997), der
gegen ein intrazelluldres Peptid der Ratten GC-D gerichtet ist. Mit Hilfe der Westernblot-
Analyse konnte die GC-D weder in Zilien der Ratte noch im Hoden bzw. in Spermien der
Maus nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Zur zelluldren Lokalisation der GC-D im adulten Hoden sowie in Nebenhoden-Spermien der
Maus wurden immunhistochemische Experimente (2.19.3; 2.19.4) durchgefiihrt. Fiir den
Nachweis des Proteins in Hodenschnitten wurde der Antikorper 1055 eingesetzt.
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Abb. 33: Immunzytochemischer Nachweis der GC-D in Hodenschnitten der Maus.

Die Experimente wurden an Paraffinschnitten von Méuse-Hoden durchgefiihrt Fiir den Nachweis wurde der
Antikérper 1055 (1: 25) verwendet (a, ¢). In b) und d) ist die jeweilige DIC-Optik Aufnahme von a) und c)
dargestellt. Gefirbt werden akrosomale Bereiche von friihen Spermatiden und das principal piece von Hoden-
Spermien (a, ¢). Das principal piece ist mit einem Pfeil und das mid piece mit einer geschlossenen Pfeilspitze
gekennzeichnet (¢, d). Die Akrosomenregion ist mit einer offenen Pfeilspitze markiert (¢). Der Nachweis des
Erstantikorpers erfolgte mit Hilfe eines Fluorophor-gekoppelten Zweitantikérpers (1: 400) und konfokaler
Lasermikroskopie. Der GroBenbalken entspricht 100 pm (b) bzw. 10 um (d).

Der Antikdrper 1055 markiert das principal piece von Hoden-Spermien (Abb. 33c, Pfeil),
wihrend das mid piece nicht gefirbt wird (Abb. 33c, geschlossene Pfeilspitze). Zudem
werden akrosomale Bereiche von frithen Spermatiden (Abb. 33c, offene Pfeilspitze) sowie
Erythrozyten in Blutgefien (nicht gezeigt) angefirbt. In Kontrollexperimenten mit

Priimmunserum an Hodenschnitten werden ebenfalls akrosomale Bereiche von frithen



Spermatiden angefdrbt. In Kontrollexperimenten ohne Erstantikérper war an Hodenschnitten

keine Farbung zu sehen (nicht gezeigt).
Fiir die Immunzytochemie an Nebenhoden-Spermien (2.19.3) wurde der Antikérper 1055

eingesetzt.
a) b)

Abb. 34: Immunzytochemische Firbung von Nebenhoden-Spermien.

Fiir den Nachweis wurden Paraformaldehyd (4 %, 5 min) fixierte Nebenhoden-Spermien der Maus eingesetzt. a),
¢) Verwendet wurde der Antikdrper 1055 (1: 1000). b), d) DIC Aufnahme von a) und c¢). Der ErstantikGrper
wurde mit einem Fluorophor-gekoppelten Zweitantikdrper (Anti-rabbit-Alexa-488, 1: 400) detektiert. Die
Aufnahmen wurden mit konfokaler Lasermikroskopie gemacht. Der Pfeil kennzeichnet das mid piece. Die
Pfeilspitze markiert den proximalen Teil des principal pieces. Der Groflenbalken entspricht 10 um (b, d).
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Der Antikorper farbt an Nebenhoden-Spermien deutlich die akrosomale Region, den
proximalen Bereich des principal pieces (Abb. 34a, c, Pfeilspitze) und das end piece an. Das
mid piece wird vom Antikoérper 1055 nicht gefarbt (Abb. 34a, ¢, Pfeil). In
Kontrollexperimenten, in denen kein Erstantikdrper bzw. das Priimmunserum eingesetzt

wurde, war keine Farbung zu beobachten (nicht gezeigt).

3.3.2 Klonierung der mCNGA3-Untereinheit

Die o-Untereinheit des CNG-Kanals aus Sehzapfen (CNGA3) ist in den Flagellen von
Rinderspermien exprimiert (Weyand et al., 1994; Wiesner et al., 1998). Im Hoden der Ratte
konnten mit Hilfe von PCR-Experimenten zwei Spleilvarianten der CNGA3-Untereinheit
nachgewiesen werden (Meyer, Dissertation, Koln, 1999). Diese Ergebnisse deuten auf eine
speziesiibergreifende Rolle der Kanaluntereinheit in ménnlichen Keimzellen hin. Ob die
CNGA3-Untereinheit ebenfalls in Keimzellen der Maus exprimiert wird, sollte zunéchst
durch PCR untersucht werden.

Vor kurzem wurde aus der Maus-Retina eine CNGA-Untereinheit kloniert (Hirano et al.,
2000), die auf DNA-Ebene 92 % identisch mit CNGA3 der Ratte ist. Anhand der cDNA-
Sequenz wurden zwei Primerpaare ausgewahlt (7.5, Tabelle 17), mit denen die gesamte
kodierende Region (7.5, Abb. 42) des CNGA3-Transkriptes in zwei iiberlappenden
Fragmenten amplifiziert werden sollte. In PCR-Experimenten (2.11) mit Keimzell-cDNA
(2.10) und den Primern # 2840/# 2841 konnte ein cDNA-Fragment amplifiziert werden (NT
947 — 2039, 7.5, Abb. 42). Mit dem Primerpaar # 2876/# 2877 wurden zwei unterschiedlich
lange cDNA-Fragmente amplifiziert. Die drei cDNA-Fragmente wurden ausgeschnitten
(2.5.5) und in pBluescript-KS™ kloniert (2.6.3).

Die Sequenzierung (2.12) der rekombinanten Klone zeigte, daBB das 3‘-Fragment (# 2840/#
2841) fiir den C-Terminus der CNGA3-Untereinheit kodiert. Die 5‘-terminalen Fragmente (#
2876/# 2877) stellen SpleiBvarianten dar, die fiir zwei unterschiedlich lange N-Termini
kodieren (Abb. 35).
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MAUSCONE CTGTGCAGRAGATGGCARAGGTGARCACCCAGTGTTCACAGCCCTCCCCGACCCAACTTTCAATARAGRATGCGGACAGAG  ~ a0

mCHGA3s CTGTGCAGAGATGGCARAGGTGAACACCCAGTGTTCACAGCCCTCCCCGACCCRAACTTTCAATARAGRATGCGGACAGAG - 450
mCHNGA3L CTGTGCAGAGATGGCAAAGGTGAACACCCAGTGTTCACAGCCCTCCCCGACCCAACTTTCAATARAGARATGCGGACAGAG -~ 50
MAUSCONE ATCTCGACCACGTAGAGAACGGUCTGGGTAGG - 122
mCHGA3s ATCTCGACCACGTAGAGRACGGCCTGGGCAGG - 482
mCHGA31 ATCTCGACCACGTAGAGAACGGCLCTGGGCAGGTCTCACTCACCATGTGAGGAGACATCTTCCACACTGCAGCAAGGGATC - 170
MAUSCONE GTGTCACGCCTCAT - 136
mCNGA3s GTGTCACGCCTCAT - 496
mCHGA3L GCCATGGAGACCCGAGGACTGGUTGGATCCGCACGGAGCGTAGTCACAAGCCAGGGRCCAGCCAGGGTGTCACGCCTCAT - 250
MAUSCONE CATCTCGATTCOGTGCGTGEGUC TCCAGGCACT TACACGATGAAGACCAGACACCTGACTCCTTTTTGGATCGATTTCATG - 216
mCNGA3s CATCTCGATTCGTGCGTGGGCCTCCAGGCACTTACACGATGARAGACCAGACACCTGACTCCTTTTTGGATCGATTTCATG - 576
mCNGA3L CATCTCGATTCGTGCGTGGGCCTCCAGGCACTTACACGATGARGACCAGACACCTGACTCCTTTTTGGATCGATTTCATG - 330
MAUSCONE GATCTGAGCTTAAGGAAGTCTCCACCCGGGARAGUAATGCCCAGCCCARCCCAGGAGARCAGARGCCACTCAGRCGGAGGG - 296
mCNGA3s GATCTGAGCUTTAAGGAAGTCTCCACCCGGGAAAGTCAATGCCCAGCCCARCCCAGGAGAACAGARGUCACCAGACGGAGGG -~ 656
mCNGA31 GATCTGAGCTTAAGGAAGTCTCCACCCGGGARAGCAATGCCUAGCUCARCCCAGGAGAACAGARGCCACCAGACGGAGGG - 410
51
MAUSCONE GRAGGCAGGAAGGAGGAGCCCATTGTGGTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTGCCGCTGGCTGACTGCCATCGCGCTCCC - 373
mCNGA3s GAAGG---GAAGGAGGAGCCCATTGTGETGGACCCCTCCAGCAACATC TACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCGCTCEC - 736
mCNGA31 GAAGG---GAAGGAGGAGCUCATTGTGGTGGACCCCTCCAGUAACATC TACTACCGCTGGU TGACTGCCATCGOGCTCCT - 487

Abb. 35: Sequenzvergleich der 5‘-terminalen cDNA-Abschnitte der CNGA3-Untereinheit der Maus.
Verglichen wurden die Sequenzen von Hirano et al. (2000, MAUSCONE), sowie die kurze (CNGA3s) und die
lange (CNGA3I) Spleiivariante aus Maus-Hoden. Die Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung numeriert. Das
Startkodon ist griin markiert. Die Sequenzunterschiede sind in rot dargestellt. Die lange SpleiBvariante
(CNGA3I) hebt sich durch einen Einschub von 114 Nukleotiden (blau markiert) von der kurzen SpleiBvariante
(CNGA3s) ab. Die erste Transmembrandoméne (S1) ist durch einen Balken iiber der Sequenz markiert.

Im Hoden der Maus, wie in der Ratte (Meyer, Dissertation, Koln, 1999), sind zwei
SpleiBvarianten des CNGA3-Transkriptes nachweisbar. Die cDNA-Sequenzen weichen an
zwei Positionen von der cDNA-Sequenz von Hirano ef al. (2000) ab (Abb. 35).

Die cDNA von mCNGA3s (short) kodiert fiir ein Protein mit 630 Aminosiuren und einer
errechneten Molmasse von 72,5 kDa. Die cDNA von mCNGA3I (long) kodiert fiir ein Protein
mit 668 Aminosduren und einer errechneten Molmasse von 76,4 kDa. Die SpleiBivariante
CNGA3]I unterscheidet sich von mCNGA3s durch einen Einschub von 38 Aminosduren
zwischen den Aminosiurepositionen 34 (Arginin) und 35 (Valin) der mCNGA3s (Abb. 35).
Durch diesen Einschub in mCNGA3l wird eine potentielle Calmodulin-Bindestelle
unterbrochen. Calmodulin-Bindestellen bestehen aus etwa 20 Aminoséduren. Die Bindestellen
zeichnen sich durch ein ,,1-5-8-14“-Motiv aus (O’Neil & DeGrado, 1990; Crivici & Ikura,
1995). An den Positionen 1 und 14 befinden sich hiufig aromatische oder aliphatische

Aminosduren, an den Positionen 5 und 8 hiufig hydrophobe Aminosduren.
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1 5 8 14
mCNGA3s VENGLGRVSIRLIISIRAWASRHLEDETDDQ Q

SHSPCEETSSTLQQGIAMETRGLAGSARSVVTSQGPAR

Abb. 36: Sequenz der putativen Calmodulin-Bindestellen der mCNGA3-Untereinheiten aus Maus-Hoden.
Dargestellt ist die Calmodulin-Bindestelle der mCNGA3s-Untereinheit. Die Aminosduren, die das ,,1-5-8-14%-
Motiv bilden, sind blau markiert. Die putative Calmodulin-Bindestelle wird in der mCNGA 31-Untereinheit durch
die rot markierten Aminosiuren unterbrochen. Ein Vergleich der putativen Calmodulin-Bindestellen anderer
CNGA3-Untereinheiten ist im Anhang (7.5, Abb. 43) abgebildet.

Fiir den Nachweis des mCNGA3-Proteins wurden Membranproteine aus Nebenhoden-
Spermien in einer Westernblot-Analyse untersucht. Zur Lokalisation des Proteins wurden
immunzytochemische Experimente an Maushodenschnitten und Nebenhoden-Spermien
durchgefiihrt. Zum immunologischen Nachweis des Proteins wurde ein polyklonales
Antiserum, FPc66, eingesetzt, das durch Immunisierung von Kaninchen mit einer C-
terminalen Doméne (Aminosiuren K581 — D670) aus rtCNGA3 gewonnen wurde (Meyer et
al., 2000). Neben dem Serum FPc66 wurde auch ein affinititschromatographisch gereinigter
Antikorper PPc66 eingesetzt. Das Antigen aus dem Ratten-Kanal teilt 89 % identische
Aminosduren mit dem entsprechenden Bereich aus dem Maus-Kanal.

mCNGA3 konnte bisher mit dem Antiserum FPc66 und dem gereinigten Antikorper PPc66
nicht eindeutig nachgewiesen werden. Das Antiserum FPc66 markiert in der Westernblot-
Analyse von Nebenhoden-Spermien-Membranproteinen ein Protein mit einer Molmasse von
~ 77 kDa, der gereinigte Antikdrper PPc66 dagegen ein Protein von ~ 75 kDa. In
immunzytochemischen Experimenten mit Méuse-Hoden und Nebenhoden-Spermien wurden
von dem Antiserum FPc66 und von dem gereinigten Antikdrper PPc66 keine Strukturen

markiert.

3.3.3 Klonierung der mCNGB3-Untereinheit

Native CNG-Kanile stellen heterooligomere-Proteine aus o- und B-Untereinheiten dar (zur
Ubersicht: Kaupp & Seifert, zur Verdffentlichung eingereicht). In Zapfensehzellen der Maus
konnte neben der mCNGA3-Untereinheit eine Zapfen-spezifische B-Untereinheit (mnCNGB3)
(Gerstner et al., 2000) identifiziert werden. Northernblot-Experimente lassen darauf

schlieBen, daB die B-Untereinheit aus Zapfen (mCNGB3) auch im Hoden exprimiert ist
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(Gerstner et al., 2000). Um dies zu verifizieren, sollte der fiir das Protein kodierende Bereich
der cDNA kloniert werden.

Die Primer (7.6, Tabelle 19) wurden anhand der Maus mCNGB3-cDNA ausgesucht. In PCR-
Experimenten mit cDNA aus angereicherten Keimzellen lieBen sich zwei iiberlappende
cDNA-Fragmente amplifizieren, die das gesamte offene Leseraster der mCNGB3-
Untereinheit beinhalteten (7.6, Abb. 44). Die zusammengesetzte cDNA kodiert flir ein Protein
mit 694 Aminosduren und mit einer errechneten Molmasse von 79,75 kDa. Im Vergleich zur
cDNA-Sequenz von mCNGB3 von Gerstner ef al. (2000) liegt in 50 % der analysierten
cDNA-Fragmente ein Nukleotid-Austausch vor (Position 548, A (mCNG6) => G ). Im
mCNGB3-Protein fiihrt dies zu einem Austausch von Glutamin (mCNG®6) in Arginin. Ob
dieser Austausch einen Fehler wihrend der PCR oder einen Polymorphismus in diesem Gen
darstellt, ist unklar. Aufféllig war, daBl etwa 50 % aller amplifizierten cDNA-Fragmente
falsch bzw. unvollstindig gespleifite Produkte darstellten. Die gleiche Beobachtung konnte
auch fiir die r*CNGB3 aus der Retina der Ratte gemacht werden (personliche Mitteilung Dr.
W. Bonigk). Demnach scheint die Prozessierung von CNGB3 Transkripten generell schwierig

und mit einer groen Fehlerrate behaftet zu sein.

Die Ergebnisse der Kapitel 3.3.1 —3.3.3 sollen hier zusammengefal3t werden.
So ist die GC-D in den Flagellen von Maus-Spermien lokalisiert. Es konnten aus cDNA von
Keimzellen auch zwei Spleilvarianten der mCNGA3-Untereinheit und das Transkript der

modulatorischen mCNGB3-Untereinheit kloniert werden.
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4. Diskussion und Ausblick

4.1 Nachweis von OR-Transkripten mit Hilfe von RT-PCR

In dieser Arbeit konnten 10 OR im Hoden des Mausstammes 129/SV durch PCR-Experimente
(genspezifische Primer, 45 Zyklen) nachgewiesen werden. Fiinf OR (TOR1, 4, 5, 14, 16), die
nach Vanderhaeghen et al. (1997b) im Miuse-Hoden exprimiert sind, konnten nach 45 PCR-

Zyklen nicht amplifiziert werden.

TORI konnte erst nach 90 PCR-Zyklen (theoretischer Amplifikationsfaktor: 1,2 x 10°%)
schwach mit Riechzell- und mit Hoden-cDNA amplifiziert werden. Moglicherweise werden
die wenigen TORI Transkripte im Hoden durch ,illegitime* Transkription (Chelly et al.,
1989; Chelly et al, 1991) gebildet. Eine ,illegitime* Expression von Genen kann in
Spermatiden aufireten. Wahrend der Spermatogenese werden die Histone im Zellkern durch
die Protamine ausgetauscht (Fuentes-Mascorro et al, 2000). Die DNA ist im Zellkern mit
Histonen assoziiert (Wolffe & Guschin, 2000; Ridgway & Almouzni, 2001). Die Histone
wechselwirken mit regulatorischen Sequenzen von Genen. Dies verhindert, dal generelle
Transkriptionsfaktoren, die in jeder Zelle konstitutiv exprimiert werden, an die
regulatorischen Sequenzen binden konnen und die Transkription gestartet werden kann
(Svaren & Horz, 1993; Li et al., 1997; Berger & Felsenfeld, 2001). Werden Histone
kurzzeitig von der DNA entfernt, konnen die Transkriptionsfaktoren an die regulatorischen
Sequenzen binden und das Gen wird transkribiert. Diese ,,illegitime* Transkription von
Genen wird vermutlich dadurch erleichtert, daB Spermatiden eine bis zu hundertfach héhere
Menge von Proteinen des RNA-Polymerase II Transkriptionskomplexes im Vergleich zu
somatischen Zellen enthalten (Schmidt & Schibler, 1995; Schmidt, 1996; Sassone-Corsi,
1997).

TOR4 und TORI6 lieBen sich nach 90 PCR-Zyklen nur mit Riechzell-cDNA amplifizieren.
Die Rezeptoren TORS5 und TOR14 konnten nach 90 PCR-Zyklen weder mit Riechzell-cDNA

noch mit Hoden-cDNA amplifiziert werden.
Die Rezeptoren TOR4, 5, 14, 16 konnten zwar von Vanderhaeghen et al. (1997b), jedoch

nicht in dieser Arbeit im Miuse-Hoden nachgewiesen werden. Da bei der Anreicherung von

Poly(A)" RNA geringe Mengen von genomischer DNA mit gereinigt werden, ist die aus der
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RNA umgeschriebene cDNA mit genomischer DNA kontaminiert. Enthélt ein Gen, das man
mit PCR amplifizieren mochte, Introns, werden die Primer so gewé#hlt, da sie ein Intron
iiberspannen. Dies ermoglicht es, zwischen PCR-Fragmenten zu unterscheiden, die mit
genomischer DNA als Matrize amplifiziert wurden (mit Introns), und kiirzeren Fragmenten
(ohne Introns), die mit cDNA als Matrize amplifiziert wurden. Bei den OR-Genen, die keine
Introns enthalten, ist diese Unterscheidung nicht moéglich.

Die RNA, die zur Herstellung der cDNA verwendet wurde, wurde deshalb mit DNAsel
behandelt (Vanderhaeghen et al., 1997b, 30 min Behandlung, 5 U DNAsel; vorliegende
Arbeit 1 h Behandlung, 5 U DNAsel). In Kontrollexperimenten mit DNAsel behandelter
RNA konnte ich mit einem Kontroll-Primerpaar (B-Actin-Gen, # 2311/# 1190) kein DNA-
Fragment amplifizieren. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, daB die in dieser Arbeit
verwendeten cDNA’s keine genomische DNA mehr enthalten. Vielleicht stammen die von

Vanderhaeghen ef al. (1997b) publizierten OR-Fragmente aus genomischer DNA.

4.2 Expression von OR-Genen im pripubertiren Maus-Hoden

Die Expression von OR-Genen wurde bisher ausschlieBlich mit cDNA aus Zellen des adulten
Hodens untersucht (Parmentier et al., 1992; Vanderhaeghen ef al., 1993, 1997b; Walensky et
al., 1995; Asai et al, 1996). OR-Transkripte wurden durch in situ Hybridisierungs-
Experimente in Spermatiden (Kebekus, Dissertation, Hannover, 1998) und OR-Proteine
immunzytochemisch in reifen Spermien (Vanderhaeghen et al., 1993; Walensky et al., 1995)
nachgewiesen. Die OR sollen in reifen Spermien eine Funktion bei der Chemotaxis haben. In
der vorliegenden Arbeit konnten Transkripte von OR nicht nur im adulten Hodengewebe,
sondern bereits im Hoden von prépubertiren Méusen nachgewiesen werden. So sind OR-
Transkripte nicht nur in Spermatiden des adulten Hodens, sondern bereits in Spermatogonien
und Spermatozyten von nicht geschlechtsreifen Méusen exprimiert. Dies bedeutet, da3 einige
OR, die im Hoden exprimiert sind, sehr wahrscheinlich keine Rolle bei der Chemotaxis von
Spermien spielen. Vielmehr konnten diese OR im prépubertiren Hoden in die Organisation
des Keimzellepithels (siehe 3.1.5) und in die Entwicklung der Keimzellen (siehe 3.1.2)
involviert sein.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben durch ihre Untersuchungen untermauert, dal OR eine
Rolle bei der Entwicklung von Geweben/Organen spielen konnten. Drutel et al. (1995)
konnten OR-Transkripte im embryonalen Rattenherzen nachweisen. OR werden ebenfalls

wéhrend der embryonalen Entwicklung in Zellen des olfaktorischen Epithels von Hithnern
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exprimiert (Nef et al., 1996; Nef & Nef, 1997). Ein OR (COR7b) wird voriibergehend im
Notochord (Mesoderm) von embryonalen Hithnern exprimiert (Nef & Nef, 1997). In
Mausembryonen konnten Transkripte des Rezeptors OR3 in Strukturen des CNS
(Telencephalon) detektiert werden (Nef et al., 1992).

Prozesse der Entwicklung finden nicht nur in embryonalen Geweben statt, sondern auch in
adulten, regenerationsfihigen Geweben. Hierzu gehdren das Hodengewebe und auch das
olfaktorische Epithel. Riechzellen z&hlen zu den wenigen Nervenzellen, die etwa alle 60 Tage
durch Teilung und Differenzierung von Vorlduferzellen (Basalzellen) ersetzt werden
(Costanzo, 1991). Wihrend dieser Differenzierung projiziert jede Riechzelle ein Axon zum
olfaktorischen Bulbus. Axone von Riechzellen, die identische OR exprimieren, konvergieren
auf dieselbe sekundére Nervenzelle im olfaktorischen Bulbus (Ressler ef al., 1994; Vassar et
al., 1994; Mombaerts et al., 1996). OR sind in den Riechzellen nicht nur in Zilien, sondern
auch in den Axonen exprimiert. Experimentelle Befunde belegen, dal OR, die in den Axonen
lokalisiert sind, eine wichtige Rolle bei der Verkniipfung der Axone mit den sekundéren
Nervenzellen spielen (Mombaerts et al., 1996, Wang et al., 1998).

4.3 Molekularbiologische Analyse von OR-Genen im Hoden

Durch eine Northernblot-Analyse konnten zwei OR (TOR13, TORS1) identifiziert werden, die
im Hoden hoch exprimiert sind. Die RNA-Sonde von Rezeptor TOR3 erkannte in Poly (A)"
RNA aus Hoden ein Transkript mit einer Grofle von etwa 1,7 kB. Die RNA-Sonde von
Rezeptor S1 erkannte zwei Transkripte von 1,4 kB und 1,9 kB. Der GroBenunterschied der
beiden verschieden langen Transkripte von TORSI konnte durch Transkriptions-Kontrolle
z.B. durch Verwendung von zwei unterschiedlichen Promotoren zu Stande kommen. Eine
Alternative wiére eine unterschiedliche Modifikation der TORS! Transkripte durch
differentielles SpleiBen (Zur Ubersicht: Walker et al., 1999). Es gibt Hinweise, da OR-
Transkripte von unterschiedlichen Promotoren gebildet werden kdnnen (Asai et al., 1996).
Zudem konnen OR-Transkripte gespleiit werden (Asai ef al., 1996; Walensky et al., 1998).
Es liegt die Vermutung nahe, dafl verschieden grofle TORS! Transkripte im Hoden ebenfalls
durch transkriptionale bzw. posttranskriptionale Modifikationen entstehen.

Die TORI3-Transkripte wurden im adulten Hoden in sifu in Spermatogonien und
Spermatozyten lokalisiert (3.1.5). In pripubertiren Hoden konnten keine Transkripte von
TORI3 nachgewiesen werden, obwohl beide Zelltypen vorkommen (siche 3.1.2).

Spermatogonien und Spermatozyten zeigen somit wihrend der Entwicklung des Hodens ein
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unterschiedliches TOR13-Expressionsmuster: TORI3 wird nur in Zellen des adulten Hodens
exprimiert.

Der Rezeptor TORS! konnte durch in situ Hybridisierung nicht zelluldr im Hoden lokalisiert
werden. Durch PCR-Experimente konnten Transkripte von TORS1 mit cDNA aus gereinigten
runden Spermatiden nachgewiesen werden. TORSI wurde aus genomischer DNA kloniert.
Das Gen umfalit ein nicht unterbrochenes Leseraster. Der Rezeptor TORSI ist auf
Chromosom 11 lokalisiert und ist das einzige Gen in seiner Subfamilie.

Im Gegensatz zu TORS1 zeigte die Klonierung von TOR!3 aus cDNA sowie aus genomischer
DNA (3.1.6.1.1), daB es sich bei TORI3 um ein mutmalliches Pseudogen handelt. Das
Rezeptortranskript besitzt im offenen Leserahmen eine Mutation. Durch diese Mutation
entsteht ein Stoppkodon, das zum vorzeitigen Abbrechen der Translation fiihrt. Da auch in
Transkripten von drei weiteren Mausstimmen (NMRI, C3H und B6) die gleiche Mutation
festgestellt wurde, handelt es sich um eine Mutation, die frith vor der Auftrennung der
Mausstimme entstanden ist. Mit Hilfe einer Datenbankrecherche konnten die orthologen
Gene von TORI3 aus der Ratte und dem Menschen ermittelt werden. Der Rezeptor TOR13
teilt mit der Sequenz aus der Ratte 92 % identische Aminosduren und mit der Sequenz des
Mensch 85 % identische Aminosauren.

™2 ™3
™4 TMS
T™M6 ™7
TOR] VLEISFSYVFILVTILRIPSAEGRKKAFSTCSAHLTVVLVFYGT I LEMYGKEKSKDFNBRBRGDLAD-LI SLEYGYLT PM
: M E S| E -

Abb. 37: Vergleich von Partialsequenzen des TOR13 Proteins aus Maus, Ratte und Mensch.

Verglichen wurde eine Partialsequenz des Maus-Rezeptors TOR13 mit der Partialsequenz der Ratte (OFG-TN1,
AF091565, Singer et al, 1998) und der Partialsequenz des Menschen (OR2S2, NMO019897, Corby, 2000).
Uberstrichen sind die transmembranalen Segmente (TM). Dargestellt sind in den Sequenzen OFG-TN1 und
OR282 die Aminoséuren, die von der Master-Sequenz (TOR13) abweichen. TOR13 gehért zur or37 Subfamilie.
Eingerahmt sind die 6 Aminosduren, die die mOR37 Subfamilie (Kubick et al., 1997) charakterisieren. Der rote
Strich in der Sequenz von TOR13 markiert die Position, an der das Stoppkodon auftritt.

Der Sequenzvergleich zeigt, dall in der Ratten- und Menschsequenz anstatt eines Stoppkodons
ein Lysin auftritt (Abb. 37). Somit ist diese Mutation mausspezifisch und muB} sich nach der
Auftrennung von Maus und Ratte vor ~ 33 Millionen (Nei et al., 2001) Jahren ereignet haben.
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Es ist ungewohnlich, dal ein OR-Gen in der Maus ein Pseudogen darstellt und im Menschen
nicht. Der Anteil von Pseudogenen im menschlichen ,,OR-Subgenom® ist mit 40 — 75 %
(Buettner et al., 1998; Rouquier et al.,, 1998; Lapidot et al., 2001) deutlich hoher als in der
Maus mit ~ 7 — 30 % (Xie et al., 2000; Lapidot et al., 2001). Auffallig ist, daB im TOR13-Gen
nur eine Mutation vorliegt, da sich in vielen Féllen in inaktivierten Genen Mutationen
aufgrund des fehlenden Selektionsdrucks anhdufen. Ob TOR13 wirklich ein Pseudogen ist,
kann nicht abschlieBend gesagt werden. Pseudogene lassen sich in zwei Klassen einteilen. Bei
Genen, deren regulatorische Elemente durch Mutationen inaktiviert wurden, lassen sich keine
Transkripte mehr nachweisen. Da Transkripte von TORI13 nachgewiesen werden konnten,
sind die regulatorischen Elemente des Gens intakt. Die zweite Klasse umfafit Gene, deren
kodierende Region Mutationen angesammelt hat. Durch die Mutation in 7OR13 bricht die
Translation vorzeitig ab. Dem Protein fehlen das 7. transmembranale Segment und der C-
Terminus. Die Membrantopologie des Rezeptors sollte durch die Mutation nicht beeinflu3t
werden. Moglicherweise koppelt dieser verkiirzte Rezeptor im Hoden nicht an G-Proteine,
sondern an andere Wechselwirkungspartner (Hall ez al., 1999; Heuss & Gerber, 2000; sieche
auch 4.4).

4.4 An welchen Signalweg koppeln OR in reifen Spermien?

Der cAMP-vermittelte Signalweg bestehend aus Duftstoffrezeptoren, Gy und
Adenylylzyklase III scheint ein konservierter Signalweg zu sein. So wird postuliert, dal OR,
Goir und ACIII auBer in Riechzellen auch im embryonalen Rattenherzen (Ferrand et al., 1999)
und im Siugetier-Hoden einen funktionellen Signalweg bilden (Defer et al, 1998).
Stimulatorische G-Proteine (Ggs, Goolr) konnten im Hoden durch ADP-Ribosylierung mit
Cholera-Toxin bisher nicht nachgewiesen werden (Hildebrandt et al., 1985; Bentley et al.,
1986; Kopf et al., 1986). Ich konnte mit cDNA aus Spermien-Vorlduferzellen die kodierende
Region des Ggoi-Transkriptes amplifizieren. Das Ggor-Protein konnte durch Westernblot-
Experimente in Hoden- und Spermienproteinen nachgewiesen werden. Durch
immunhistochemische Experimente konnte G im akrosomalen Bereich von Spermien
lokalisiert werden.

Es wurden widerspriichliche Ergebnisse beziiglich der Expression der ACIII im Hoden
publiziert. Wahrend Defer et al. (1998) mit einem ACIII spezifischen Antikdérper (C20) ein
130 kDa Protein nachwiesen, besitzt das von Gautier-Courteille ef al. (1998) mit dem

gleichen Antikdrper nachgewiesene Protein eine Molmasse von 170 kDa. Entgegen den
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Ergebnissen dieser Arbeitsgruppen konnte ich mit dem Antikérper C20 in Hodenproteinen
weder ein Protein mit 130 kDa noch ein Protein mit 170 kDa detektieren. Auch in Spermien
wurde von dem Antikorper C20 kein Protein mit der Molmasse der ACIII erkannt. Weder G¢
noch die ACIII sind somit in den Flagellen exprimiert, in denen OR lokalisiert wurden
(Vanderhaeghen et al., 1993; Walensky et al., 1995). Gyoir und die ACIII scheiden demnach
als Wechselwirkungspartner fiir OR in Spermien aus.

Ein weiteres stimulatorisches G-Protein, Gy, konnte bisher nur von einer Arbeitsgruppe
durch Westernblot-Experimente in Spermien nachgewiesen werden (Fraser & Adeoya-
Osiguwa, 1999). Allerdings konnten verschiedene andere Arbeitsgruppen das Ges-Protein in
Spermien durch Westernblot-Experimente nicht nachweisen (Hinsch ef al., 1992; Merlet et
al., 1999).

In heterologen Expressionssystemen wurde gezeigt, daB ein Duftstoff ein Ca®'-Signal
erzeugen kann, das durch Mitglieder der Gy1i-Familie vermittelt wird (Krautwurst et al.,
1998; Wetzel et al., 2001). In Spermien konnten G-Proteine der Ggi1 Klasse durch
Westernblot- und immunzytochemische Experimente detektiert werden (Merlet et al., 1999).
Ggy11 ist allerdings im dquatorialen Bereich des Akrosoms im Spermium lokalisiert (Merlet et
al, 1999). Dort ist Gq11 sehr wahrscheinlich an einem IP3-vermittelten Ca*'-Einstrom
beteiligt (Walensky & Snyder, 1995). Gy/11 scheidet somit als Wechselwirkungspartner fiir OR
in Spermien ebenfalls aus.

Studien an Riechzellen deuten an, dal OR auch mit Mitgliedern der Gjy-Familie
wechselwirken kdnnen (Boekhoff et al., 1990; Schandar et al., 1998). G;-Proteine konnten in
Spermien durch Pertussis Toxin-vermittelte ADP-Ribosylierung (Bentley et al., 1986; Kopf et
al., 1986; Glassner ef al., 1991) und durch Westernblot-Experimente (Hinsch ef al., 1992;
Merlet et al., 1999) detektiert werden. G;-Proteine sind im Kopf und in den Flagellen von
Spermien lokalisiert (Glassner et al., 1991; Merlet et al., 1999). OR konnten in Flagellen von
Spermien an G;j koppeln. Gi-Proteine inhibieren verschiedene Typen von Adenylylzyklasen
(zur Ubersicht: Defer et al., 2000). Diese wiederum regulieren die intrazellulire cAMP-
Konzentration. Durch eine Anderung der cAMP-Konzentration kénnte die Aktivitit der PKA
in Spermienflagellen (Horowitz et al., 1984) kontrolliert werden.

Als Wechselwirkungspartner fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) wurden auBer G-
Proteinen verschiedene andere Signaltransduktionskomponenten beschrieben (zur Ubersicht:
Hall et al.,, 1999; Bockaert & Pin, 1999). So konnen kleine G-Proteine wie z.B. Rho direkt
durch GPCR aktiviert werden. Rho-Proteine wurden in Invertebraten-Spermien (Castellano et

al., 1997) und in Saugetier-Spermien (Hinsch et al.,, 1993) nachgewiesen. Rho-Proteine sind
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an der Regulation der Spermienmotilitét beteiligt (Hinsch et al., 1993). Entscheidend fiir die
Interaktion des G-Proteins mit dem Rezeptor ist das Peptid NPXXY in der 7.
transmembranalen Doméne der GPCR (Mitchell et al., 1998). Diese Peptidsequenz kommt in
der 7. transmembranalen Doméne von TORS1 - wie auch von vielen weiteren OR (Fuchs et
al., 2001) - vor (siehe Abb. 22, 3.1.6.1.4). Somit wire nach diesem Kriterium fiir TORS1 eine

Interaktion mit Rho vorstellbar.

4.5 Sind OR Chemorezeptoren in reifen Spermien?

OR wurden immunzytochemisch in Flagellen von Saugetier-Spermien lokalisiert
(Vanderhaeghen et al., 1993; Walensky et al., 1995). Alle im Maus-Hoden exprimierten OR
sind zumindest auch im olfaktorischen Epithel exprimiert (siehe 3.1.1 — 3.1.3.2). Es stellt sich
die Frage, ob ein OR in zwei verschiedenen Geweben unterschiedliche Liganden binden
kann?

OR binden im olfaktorischen Epithel Duftstoffe (Krautwurst ef al., 1998; Zhao et al., 1998;
Touhara et al., 1999; Malnic ef al., 1999). Duftstoffe sind kleine, organische Molekiile, die
iiberwiegend hydrophob und schlecht wasserldslich sind. Sie haben eine Molmasse von
weniger als 400 Da, was etwa einer Molmasse von drei Aminoséduren entspricht. Ein OR kann
verschiedene Duftstoffe binden, da OR sowohl unterschiedliche funktionelle Gruppen als
auch Anderungen im Kohlenstoffgeriist des Liganden tolerieren (Malnic ef al., 1999; Araneda
et al., 2000; Kaluza & Breer, 2000; Kajiya ef al., 2001; Wetzel ef al., 2001).

Das chemotaktisch wirksame Peptid Resact der Seeigelart Arbacia punctulata (Ward et al.,
1985) besteht aus 14 Aminosiduren mit einer Molmasse von ~ 1,8 kDa. Dieses Peptid besitzt
im Vergleich zu Duftstoffen (Beets, 1970; Malnic et al, 1999; Wetzel et al., 2001) eine
deutlich groere Molmasse. Resact hat zudem andere physikochemische Eigenschaften als die
,klassischen Duftstoffe. Es 16st sich z.B. gut in wissrigen Losungen. Versuche zur
Charakterisierung der chemotaktisch wirksamen Substanz in der menschlichen
Follikelfliissigkeit deuten darauf hin, daB es sich ebenfalls um ein Peptid handelt (Manor,
1994, Phd Thesis; Ralt et al, 1994). Da die Eibefruchtung in einem wéssrigen Milieu

stattfindet, ist anzunehmen, dal die chemotaktisch wirksame Substanz wasserloslich ist.
Es ist unwahrscheinlich, da ein OR in Riechzellen eine kleine, hydrophobe Substanz

(Duftstoff) bindet, wihrend der identische OR in Spermien eine gréBere, hydrophile Substanz
(Peptid) binden soll.
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4.6 cGMP: Botenstoff einer chemosensorischen Signalkette in Sidugetier-Spermien?

In Séugetier-Spermien sind die Membranrezeptoren, die chemotaktische Substanzen binden,
unbekannt. Nicht identifiziert ist bisher auch der intrazellulire Botenstoff der
chemotaktischen Signalkette.

Bei Invertebraten-Spermien ist cGMP der Botenstoff der chemotaktischen Signalkette. Eine
membranstindige Guanylylzyklase (tmGC’s, Garbers, 1999; Gibson & Garbers 2000) stellt in
der Seeigelart Arbacia punctulata den Rezeptor fiir das chemotaktisch wirksame Peptid
Resact dar (Ward et al., 1985; Shimomura ef al., 1986).

Im Nematoden Caenorhabditis elegans konnten insgesamt 26 tmGC’s identifiziert werden
(Yu et al., 1997). Viele dieser tmGC'’s sind in chemosensorischen Neuronen von C. elegans
lokalisiert (Yu ef al., 1997; Birnby et al., 2000). Nematoden, in denen das Gen daf /1 mutiert
ist, zeigen Defekte bei der Wahrnehmung von fliichtigen (Duftstoffen) und nicht fliichtigen
Chemikalien (Vowels & Thomas, 1994). Das Gen daf 11 kodiert fiir eine tmGC (Birnby et
al., 2000).

Aus dem Riechepithel der Ratte wurde eine tmGC kloniert (GC-D, Fiille ef al., 1995), die in
einer Subpopulation von Riechzellen der Ratte und der Maus (Juilfs et al., 1997; Meyer ef al.,
2000) exprimiert ist. Man vermutet, da3 die GC-D Pheromone erkennt (Juilfs ef al, 1997).
Ein Ligand konnte bisher allerdings nicht identifiziert werden. Die cDNA der Maus-GC-D
wurde bislang nicht kloniert.

Mit Hilfe von PCR-Versuchen konnte die intrazellulire Doméne der GC-D aus Hoden-cDNA
der Maus amplifiziert werden. Der klonierte Bereich umfaBt die in tmGC’s hoch konservierte
Kinase-Homologie-Doméne und die katalytische-Doméne. Die extrazellulire-Doméne der
GC-D konnte nicht amplifiziert werden. Moglicherweise ist dies auf Sekundérstrukturen in
der mRNA zuriickzufiihren, die eine korrekte reverse Transkription des 5‘-Bereiches des
Transkriptes verhinderten. Ebenfalls denkbar wire, daB im Hoden eine Spleivariante der
GC-D exprimiert wird. Der N-Terminus dieser Spleiivariante konnte von hodenspezifischen
Exons kodiert werden. Da Liganden durch den extrazelluliren N-Terminus gebunden werden
(van den Akker, 2001), konnte die GC-D im Hoden andere Ligandenbindungs-Eigenschaften
als die GC-D in Riechzellen besitzen.

Mit dem Antikorper 1055 (gerichtet gegen ein Peptid aus der intrazelluldren Doméne) konnte
die GC-D im principal piece von Flagellen lokalisiert werden. Das mid piece der Flagellen

wurde von dem Antikdrper nicht gefarbt. Im principal piece von Maus-Spermien sind
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ebenfalls die Ionenkanal-Untereinheiten CatSper und CatSper2 lokalisiert (Ren et al., 2001;
Quill et al, 2001).

Es liegen einige Daten vor, die auf einen c¢cGMP-vermittelten Signalweg in S&ugetier-
Spermien hindeuten. Das Atrial-Natriuretic-Peptide (ANP) 16st die Akrosomreaktion und ein
chemotaktisches Verhalten von Saugetier-Spermien aus (Anderson et al., 1994, 1995; Zamir
et al., 1993, 1995). Der ANP-Rezeptor, die Guanylylzyklase A (Chinkers ef al., 1989), konnte
in den Flagellen von menschlichen Spermien lokalisiert werden (Silvestroni ef al., 1992).
Inkubiert man Spermien mit ANP, steigt die cGMP-Konzentration an (Anderson et al., 1995;
Zamir et al., 1995). Die Akrosomreaktion kann auch durch membrangingige cGMP-Analoga,
wie z.B. 8-Br-cGMP, ausgelost werden (Santos-Sacchi & Gordon, 1980; Zamir et al., 1995).
Membrangingige cGMP-Analoga 16sen einen Ca**-Einstrom im Kopf und den Flagellen von
Saugetier-Spermien aus (Wiesner et al., 1998; Kobori et al., 2000; Ren et al., 2001). Sowohl
die Akrosomreaktion als auch die Chemotaxis von Invertebraten-Spermien werden durch
einen Einstrom von CaZ*-Ionen reguliert (Santos-Sacchi & Gordon, 1980; Ward et al., 1985;
Zamir et al., 1995; Guraya, 2000).

In den Flagellen von Séugetier-Spermien sind Untereinheiten von Ionenkandlen exprimiert,
deren Aktivitit durch cGMP reguliert wird. So konnten vor kurzem in Flagellen von Miuse-
Spermien die Ionenkanal-Untereinheiten CatSper (Ren ef al., 2001) und CatSper2 (Quill et
al., 2001) lokalisiert werden. Diese haben eine grof3e Ahnlichkeit zu einer einzelnen Domaéne
von spannungsaktivierten Ca**-Kanilen. Membrangiingige Analoga von ¢cGMP und cAMP
konnen in Méusen, denen die CatSper Kanaluntereinheit fehlt, keinen Ca**-Einstrom mehr
auslosen. Die Spermien der knock-out Miause besitzen eine reduzierte Motilitit und die Mause
sind infertil (Ren et al., 2001). CatSper und CatSper2 selbst besitzen keine Bindestelle fiir
zyklische Nukleotide; vielleicht sind CatSper und CatSper2 Untereinheiten eines noch
unbekannten zyklisch-Nukleotid-regulierten Ca®*-Kanals.

In einer Subpopulation von Nager-Riechzellen sind, neben der GC-D (siehe oben), cGMP-
gesteuerte lonenkanéle exprimiert (Meyer et al., 2000). Der cGMP-gesteuerte Kanal stellt das
Ortholog zu einem lonenkanal (CNGA3) dar, der aus Rinder-Hoden kloniert wurde (Weyand
et al., 1994) und in den Flagellen von Rinder-Spermien lokalisiert ist (Wiesner et al., 1998).
Durch PCR-Experimente mit Maus-cDNA aus Spermien-Vorlduferzellen konnten zwei
Spleivarianten der CNGA3-Untereinheit amplifiziert werden. Zusétzlich konnten durch
PCR-Experimente Transkripte einer modulatorischen B-Untereinheit (CNGB3) identifiziert

werden.
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Falls die GC-D der Rezeptor fiir chemotaktische Faktoren in Maus-Spermien darstellt, wiirde
die Aktivierung der GC zu einer Erhohung der ¢cGMP-Konzentration fiihren. Hierdurch
konnten cGMP-regulierte Ca>*-Kanile in der Plasmamembran der Spermien gedffnet werden
und Ca**-Ionen in die Zelle einstrémen. Durch die Erhohung der Ca®*-Konzentration konnte

das Schwimmverhalten der Spermien reguliert werden.

4.7 Ausblick

4.7.1 Duftstoffrezeptor knock out

Das Gen des Rezeptors TORS1 wire fiir einen konditionalen knock-out geeignet. Es miissen
allerdings zuvor weitere Kenntnisse iiber die Expression des Rezeptor-Gens erlangt werden.
Die Lokalisierung der Transkripte in sifu ist eine essentielle Vorbedingung fiir die Strategie
eines knock-out Versuchs. Mit Hilfe der in situ Daten kann ein geeigneter Promoter fiir die
CRE-Rekombinase gewéhlt werden, der zeitlich vor dem Promoter des TORS! Gens aktiviert
wird. Ebenfalls miiite ein rezeptorspezifischer Antikérper erzeugt werden. Mit diesem
Antikorper kann man zum einen den Rezeptor in Wildtyp Mausen lokalisieren. Des weiteren
muBl mit diesem Antikérper an knock-out Mausen der Beweis erbracht werden, daBl das

Rezeptorprotein nicht mehr exprimiert wird.

4.7.2 cGMP-vermittelter Signalweg

Die extrazelluldre-Doméne der GC-D konnte durch PCR-Experimente nicht amplifiziert
werden. Man konnte diesen Bereich der cDNA isolieren, indem man eine Hoden/Keimzell-
c¢DNA Bibliothek durchsucht. Durch die Klonierung der GC-D kann untersucht werden, ob
im Hoden eine Spleilvariante der GC-D exprimiert ist. Mit Hilfe der vollstindigen cDNA-
Sequenz kann die GC-D heterolog exprimiert werden. Das heterolog exprimierte Enzym kann
funktionell charakterisiert werden. Bislang ist fiir die GC-D kein Ligand identifiziert worden.
Potentielle Quellen fiir Faktoren, die chemotaktisch auf Siugetier-Spermien wirken, stellen
z.B. die Oviduktfliissigkeit und die Follikelfliissigkeit dar. Es konnte untersucht werden, ob
die GC-D mit den genannten Fliissigkeiten aktiviert werden kann. Durch Fraktionierung

dieser Fliissigkeiten lieBe sich moglicherweise der chemotaktisch wirksame Faktor isolieren.
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5.1 Zusammenfassung

Die Chemotaxis von Invertebraten-Spermien ist gut dokumentiert (Morisawa, 1994). Das
chemotaktisch wirkende Eizellpeptid Resact der Seeigelart Arbacia punctulata bindet an eine
membranstindige Rezeptor-Guanylylzyklase (Ward et al., 1985; Shimomura et al, 1986).
Saugetier-Spermien reagieren chemotaktisch auf Substanzen, die von der Eizelle selbst
und/oder vom weiblichen Genitaltrakt stammen (Eisenbach & Tur-Kaspa, 1999). Bislang
konnten jedoch weder die chemotaktisch wirksamen Substanzen noch die entsprechenden
membranstindigen Rezeptoren identifiziert werden. Derzeitige Hypothesen iiber die
chemotaktische Signalkette orientieren sich an den Signalwegen zur Wahrnehmung von
Dufistoffen in Riechzellen. Demnach konnten Duftstoffrezeptoren (OR) oder die
membranstindige Guanylylzyklase-D eine Rolle bei der Chemotaxis von Siugetier-Spermien
spielen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden 12 verschiedene putative OR durch RT-PCR in
Keimzellen von ménnlichen Méusen identifiziert. Vier OR wurden vollstindig kloniert. Die
12 OR stammen aus 10 verschiedenen Subfamilien. Dies bedeutet, dal die im Hoden
exprimierten OR keine eigene Subfamilie von hodenspezifischen OR bilden. Mit Ausnahme
von TORS, der zur Klasse I (Fisch-dhnliche) der OR zu rechnen ist, gehdren die anderen OR
der Klasse II (Saugetier-dhnliche) an. Alle untersuchten OR sind auch in Riechzellen
exprimiert. 6 OR sind dariiber hinaus auch in verschiedenen weiteren Geweben (z.B. Gehim,
Herz) nachweisbar. Fiir die meisten der untersuchten OR konnten Transkripte bereits im
priapubertiren Hoden nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dal OR nicht nur eine
Funktion in reifen Spermien haben konnten, sondern bereits wéhrend der Entwicklung bzw.
der Organisation des Keimzellepithels.

Durch Northernblot-Experimente konnte nachgewiesen werden, dal zwei OR, TOR13
und TORS1, hoher exprimiert sind als die anderen OR. Transkripte von TOR13 konnten
durch in situ Hybridisierung in Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert werden. Die
Klonierung von TOR13 und TORS1 zeigte, daB es sich bei TOR13 um einen C-terminal
verkiirzten OR handelt. Es ist unbekannt, ob ein OR, dem die 7. transmembranale Doméne
und der C-Terminus fehlen, funktionell ist. Aus diesem Grund wurde nur TORSI
charakterisiert. Eine Southernblot-Analyse von genomischer DNA zeigte, dal TORS1 das
einzige Gen einer neuen Subfamilie darstellt. TORS1 ist auf Chromosom 11 lokalisiert. Das
TORS1-Gen lieB sich nicht funktionell heterolog exprimieren, obwohl das Rezeptorprotein in
den Wirtszellen synthetisiert und auch posttranslational modifiziert wurde. Mit TORSI1

konnte ein OR-Gen identifiziert werden, das fiir einen konditionalen Gen knock-out geeignet
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wire. Mit einem Gen knock-out konnte man vielleicht Hinweise auf die physiologische
Funktion der OR in Spermien erhalten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde Ggor, der Wechselwirkungspartner von OR in
Riechzellen, aus Hoden-cDNA kloniert. Durch Westernblot-Experimente konnte Ggoir in
Spermien detektiert werden. Immunhistochemische-Versuche zeigten, daB Ggor im
akrosomalen Bereich der Spermien lokalisiert ist. Die Adenylylzyklase III, der Effektor von
Goir in Riechzellen, lieB sich durch Westernblot-Analyse nicht in Spermien nachweisen. Dies
bedeutet, daB OR in Spermien nicht, wie in Riechzellen, iiber Gyor die ACIII aktivieren
koénnen. Die OR miissen in Spermien einen anderen Signalweg aktivieren.

Im dritten Teil wurde schlieBlich untersucht, ob eine membranstindige Rezeptor-
Guanylylzyklase und ein cGMP-gesteuerter Ionenkanal (CNG-Kanal) in Maus-Spermien
exprimiert sind. FEine cGMP-vermittelte Signalkaskade konnte - #hnlich wie in
Seeigelspermien - das chemotaktische Verhalten regulieren. Mit Hilfe von RT-PCR konnten
aus Keimzellen-cDNA Transkripte der Guanylylzyklase-D amplifiziert werden. Ebenfalls
konnten Transkripte der a-Untereinheit mCNGA3 und der modulatorischen B-Untereinheit
mCNGB3 nachgewiesen werden. In immunhistochemischen Experimenten wurde die GC-D
in den Flagellen der Spermien lokalisiert. Die GC-D und der CNG-Kanal koénnten
Bestandteile eines cGMP-Signalwegs sein, der das Schwimmverhalten von Saugetier-

Spermien reguliert.
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5.2 Abstract

Chemotaxis of sperm is well established in marine invertebrates, such as sea urchin
(Morisawa, 1994). The chemotactic egg-derived peptide resact of the sea urchin Arbacia
punctulata binds to a membrane-bound receptor-guanylyl cyclase. Mammalian sperm show
chemotactic behaviour in response to factors released by the egg itself and/or the female
reproductive tract. Neither the chemotactic factors nor the respective membrane receptors of
sperm have been identified. Current hypotheses on the chemotactic signaling pathways rely
on models for odorant sensation in olfactory sensory neurons (OSN). Thus, G-protein coupled
odorant receptors (OR) or the receptor guanylyl cyclase-D might play a role in chemotaxis of
mammalian sperm.

In the first part of this PhD Thesis, 12 different putative OR have been identified by
RT-PCR in germ cells of male mice. Four complete OR genes were cloned from genomic
DNA. The twelve amplified ORs are members of ten subfamilies revealing that testicular ORs
do not constitute a specific subfamily. Except for TORS that belongs to class I OR (fish-like),
the other receptors are members of class II OR (mammalian-like). All ORs are also expressed
in OSN. Furthermore 6 ORs are expressed in additional tissues (i.e. heart, brain). Most ORs
are already expressed in the prepubertal testis. This finding points out that — in addition to a
functional role in mature sperm — ORs may be involved in the development and organization
of the germ cell epithelium.

Northernblot experiments revealed that two ORs (TOR13 and TORS1) are more
abundantly expressed than the other ORs. By in situ hybridization-experiments transcripts of
TOR13 were localized to spermatogonia and spermatocytes. Cloning of the TOR13 and
TORSI1 genes showed that the TOR13 gene codes for a C-terminal truncated receptor protein.
Because it is unknown whether an OR lacking the seventh transmembrane domain and the C-
terminus is functional, only the TORS1 gene was further characterized. Southernblot analysis
revealed that TORS1 is the only gene of a new cluster. The gene could be assigned to
chromosome 11. TORS1 could not be functionally expressed in a heterologous system
although the receptor protein was synthesized and posttranslationally modified in the host
cells. In conclusion, TORS1 is a candidate for a conditional gene knock-out. This approach
might provide a deeper insight into the function of ORs in sperm cells.

In the second part, Geoir, the interaction partner of OR in OSN, has been cloned from
testicular cDNA. By Westernblot experiments, Gqor could be detected in sperm. Ggor Was
immunhistochemically localized to the acrosomal part of the head. Adenylyl cyclase III
(ACIII), the effector of Gye in OSN, could not be detected in sperm by Westernblot
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experiments. Thus unlike in OSN, OR in sperm do not activate ACIII by means of Gggs.
Consequently, in sperm ORs must participate in a different signaling cascade.

In the third part, I investigated whether a receptor GC and a ¢cGMP-regulated ion
channel (CNG-channel) are expressed in sperm. A signaling cascade comprising a receptor
GC could be involved in chemotaxis such as in sea urchin sperm. Transcripts of the GC-D
could be identified in cDNA of sperm precursor cells. The ion channel a-subunit mCNGA3
und the modulatory B-subunit mCNGB3 have been also amplified from germ cell cDNA. In
immunhistochemical experiments, the GC-D was localized to the principal piece of the sperm
tail. Thus, it is tempting to speculate that the GC-D and the CNG ion channel are components

of a signaling pathway that regulates the swimming behaviour of mammalian sperm cells.
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7 Anhang

Sequenzinformationen und Primer der in dieser Arbeit untersuchten Signaltransduktions-

komponenten.

7.1 Duftstoffrezeptoren

Die in Kapitel 3.1.1 verwendeten Bezeichnungen sind in der nachfolgenden Tabelle

gegeniibergestellt.

Vanderhaeghen ef al., 1997a Strotmann et al., 1999 | Vorliegende Arbeit
TPCROS5 TORI
TPCRO7 TOR3
TPCR09 TOR4
TPCRI11 TORS5
TPCR15 TORG6
TPCRI18 TOR7
TPCR33 TORS
TPCR34 TORY
TPCR35 TORI10
TPCR50 TORI11
TPCRS51 TOR12
TPCRS52 mOR37d TORI3
TPCR53 TORI14
TPCRS55 TOR15
TPCR56 TOR16

Tabelle 4: Bezeichnung der in dieser Arbeit untersuchten OR-Fragmente.
Von Vanderhaeghen et al. (1997b) wurde die Nomenklatur Testis PCR und eine arabische Ziffer verwendet.
Mouse olfactory receptor wurde von Strotmann et al. (1999) verwendet. Die arabische Ziffer bezeichnet die
Subfamilie und der Buchstabe den Rezeptor der Subfamilie. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bezeichnung
Testis olfaktorischer Rezeptor mit entsprechender arabischer Ziffer verwendet.

In der nachfolgenden Tabelle 5 sind die Primer zur Klonierung der cDNA-Fragmente sowie
die maximale Hybridisierungstemperatur aufgefiihrt.

Rezeptor Primerkombination Fragmentlinge (Bp) |max. Hybr. Temp.
1 #2312/# 2313 315 48 °C
3 #2314/# 2315 341 50 °C
4 #2316/# 2317 325 50 °C
5 #2318/# 2319 358 50 °C
6 # 2320/# 2321 355 48 °C
7 #2322/# 2323 307 50 °C
8 # 2324/# 2325 331 48 °C
9 # 2326/# 2327 318 48 °C
10 # 2292/# 2293 365 48 °C
11 # 2300/# 2301 365 48 °C
12 # 2328/# 2329 359 48 °C
13 # 2330/# 2331 353 50 °C
# 2688/# 2682 987 54 °C
14 #2332/# 2333 374 48 °C
15 # 2294/# 2295 365 48 °C
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16 # 2298/# 2299 331 48 °C

S1 # 2339/# 2340 290 52°C

S3 #2341/# 2342 285 50°C

In Tabelle 6 ist die Primerkombination aufgefiihrt, die gegen konservierte Aminosiure-
Sequenzmotive in der OR-Familie gerichtet ist.

Primer | AS-Sequenzmotiv max. Hybr. Temp. |verwendete Hybr. Temp.

#2270 |(Abb, 11;3.1.1) 12 58 °C 50 °C (TORS1)

#2271 |(Abb. 11;3.1.1) TM6 |54 °C

In der folgenden Tabelle ist die Zusammensetzung der Ribosonden aufgefiihrt, die in der
Northernblot-Analyse und der in situ Hybridisierung verwendet wurden.

OR | Adenosin Guanosin Cytidin Thymidin G/C Anteil in %
3 94 115 76 56 56

6 86 64 94 127 42,6
7 109 69 58 71 41,4
8 134 89 60 76 41,5
9 128 73 51 66 39
10 120 99 69 69 47,1
11 [134 89 60 76 41,5
12 |72 65 116 104 50,7
13 |72 82 94 105 49,9
15 |65 74 101 117 49
S1 |77 98 71 44 58,3
S3 195 82 60 45 504

Tabelle 7: Zusammensetzung der Ribosonden der OR. Angegeben ist die Anzahl der Nukleotide Adenosin,
Guanosin, Cytidin und Thymidin in den Sondenfragmenten der Rezeptoren (OR) und der G/C Anteil.

Primer, die fiir die chromosomale Lokalisation der OR verwendet wurden.

OR Primer Fragmentlinge Bp | max. Hybr. Temp. |verwendete Hybr.
Temp.
TORS1 |#2512/#2513 [326 62 °C/60 °C 60 °C

Tabelle 8: Primer, die zur chromosomalen Lokalisation von TORS1 verwendet wurden.

Angegeben ist die errechnete Fragmentlinge des Amplifikates sowie die in den PCR-Experimenten maximal
mogliche und die verwendete Hybridisierungstemperatur der Primer. Die vollstindigen PCR-Bedingungen sind
2.13 zu entnehmen.
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Tabelle 9 gibt die Primer wider, die zur heterologen Expression eingesetzt wurden.

OR Primer |Hybridisierungsbereich | Hybr. Temp. |eingefligte Schnittstellen
bzw. Konsensus Sequenzen
TORS1 #2490 |1 48 °C Xbal
#2469 [913 EcoRI
Rhodopsin | # 2547 |-10 52.°C Xhol/Kozak
#2548 |106 Xbal

Tabelle 9: Primerkombinationen zur heterologen Expression des Duftstoffrezeptors TORS1.

Die Position 1 des Hybridisierungsbereichs bezeichnet das Adenosin des Startkodons ATG (5°-Primer). Der 3°-
Primer (# 2469) iiberdeckt das Stoppkodon. Angegeben sind die in den PCR-Versuchen verwendete
Hybridisierungstemperatur (Hybr. Temp.) sowie die Schnittstellen bzw. eine ideale Ribosomenbindestelle
(Kozaksequenz, Kozak, 1981), die mit den Primern eingefiigt wurden.

Abb. 38: DNA-Sequenz des TORSI-Gens.

-481 TCTAGAGCGCGGCCGCGAGCTCTARTACGACTCAC TATAGGGCGTCGACTCGATCCATAACTTCAACCTTAAGTGGTAGRARARARALTTA

=400 ATTATCCCACTARACTGARATATTGAGATATTCCATCATTTGET TGCAAGTCACTTTTTTTAATCTCTTTCTTTTTCTTTTCTTTTTTTTTTTTTTIGTT

=300 TTGTTIGTTIGTTTTGTTTTGTTTTGTTTGTTGTGTTTTTCGAGGCAGGETTTCTCTGTGTGGCCCTGECTGGCCTGGARCTCGCRAGTCACTTTARRRR
=200 AARATCATCCTCAGACCAGGTATGGTGGCATATGGGAGGCAGAGGCAGGTGGATCGCTGTGAGTTCAAGGCCAGCCTGGTCTACAGARGTAGTTCCAGGA

=100 TACCCTATCTTARAAAAARAARAARAADLARRAAAAGCAARACAAACARACARACARAARRCAGGCAAGCATCCTCCTGTCTITCAGGTTTGGT CAGAGCT
TM1
1 ATGAAGACCCCCAGTRACAGCACAGAGGCGGACTICATTCTTCT CGGCCTCTTCAGCCACACACACGCCARCTCGCTCCTGCTTICTGTTGTGTTAGTAA
M K T P 5§ NS TEaAaDFI L L G L F §HTHUBANDNSILILILSVV L V
TM1
101 TCTTCACCGUCTCTCTGATGGGGAATACCCTCATGATCCTTCTCATC TGCAGGGACCCCAGGCTGCACGCGCCCATGTATTTCC TTC TCAGCCAGCTCTC
1 F T A S L M GNTILMIILILTIOGCMRDU®PRILMHAZzPMYFLUL S QL §
™2 —
201 CCTCATGGACATGATGCTAGTCTCCACCATTGTCCCCARGATGGCAGCCARCTACT TGACGAGCACGAGATCCATCTCCCCTGCAGGCTGTGGCTOCCAG
L M D M MLV S5 TTIUVPIEKMA BANTYTILTSTUE RSTISUP2ARASOGTCSGS5 Q
T™3
300 ATCTTCCTCTICCTCACTTIGGCAGGGGGLGAGTGCTICCTCCTGGCAGCCATGTCCTATGATCGCTACGTAGCCATATGCTTTCCCCTGCGL TACCATG
I1 F L F L TLAZ2GGETCVFULTLA AaRaR2R2MSEYUDU ERYV VYV ATIT GCT FUZPTLUZ RTYH
TM4
401 TCCTCATGAACCCCAAGTTGTGTGCATACCTGACAGTGGGETCCTGGCTCCTGEGAGCTGCCGATGGACTGATGCAGGCGGGCACCATCCTGAGTTTCCT
vV LM " PEKILUCGCAYTLTVG S WUILLGAUADGTLMOQATGTTITULSFF

501 TTTCTGCCACTCTCGAACARARTCAARCCACTTCTTCTGTGAGGCACCTTCTCTGGTGCGCCTCGCCTGCGCAGACACCARRGTCTTTGAGTTCTTCATGTAC
F CHS RTTIMNHKY FTVFCEA AUPSILVRTILAUCGCATDTIZKVYVFETFUFMY
TM5
601 ATCTGCTGCATTCTGATGCTCCTGATCCCGCTGTCCCTCGTCCTGGCTTCCTACTCGCTCATCCTGGCCACGGTGCTCCGCATGCGATCCTCCGCAGCCT
1 ¢ ¢ I LML L I PUL S1L VL A SSY S L I L ATV L EMUBERGS S A A
THE
701 GGRAGRARGCCTTCACCACCTGCTCTTCACACCTGGCTGTGGTGGEGTTGTTC TACGGGGCCATCATCTTCATC TACATGAGRCCCARGTCCCACCRGCC
R K K A FTTOCGCS E§HBRBL AV YV 6L F Y GGaATITIVFTI Y MUPBRUPEFIEKGSEHOQP
M7
801 AGGCAAGAGTGACAARGTGGTGTCTGCCTTCTACACCATCTTCACGCCGGTGCTGARCCCTCTCATATACAGTGTGAGARACAAGGAGGTCARGGGAGCC
G K s pDK VvV § AF ¥ TTIF TPV L NPILTIUJY S V RNIEKEYVEKG A

901 TTGAGGAAGTGGCTGCAGAAGACAGTGTGATAARAACTCCACAARCGAGC TCCACTCARGTCAGGCGCGLCTCACTCACAGACTCAGCTTCTCTGATCCA
L R KWL Q KT VWV

1001 TTGRAACATTCTTTTGTGTTGTATTAACTTCTTIGACGCTCCTTTGACATTITCTATTCTAAT IT TAACAAAGCGTT TGGARAATCARTT TGCCCCTCT GG

1101 TGCCCCOTGTGTTAGCCACTATGTTACTTCTTARATAGGGTCGT AGAGATGGGCACCAGTGACACAGGCCTGGC TATCTAGH

Abb. 38: Sequenz des genomischen Klons pBgenTORS1. Die Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung numeriert.
+1 entspricht dem ersten Nukleotid des Startkodons. Unter der kodierenden Region ist die abgeleitete
Aminosduresequenz im Einbuchstabenkode dargestellt (siche 3.1.6.1.4, Abb. 22). Das Startkodon und das
Stoppkodon sind fett gedruckt und rot markiert. Die Schnittstellen, mit denen das genomische Fragment kloniert
wurde, sind grau unterlegt. Die transmembranalen Segmente (TM) sind iiberstrichen. Die putative N-
Glykosylierungsposition ist kursiv und fett gedruckt (N°).
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7.2 Gaolf

Tabelle 10: Veroffentlichte Sequenzen der kodierenden Region von G aus Maus und
Ratte.

Accession- | Sequenzbereich | Ursprungsgewebe |Identische Referenz
Nr. Nukleinséuren
mit M26718
M26718 vollstéindige Olfaktorisches - Jones & Reed, 1989
kodierende Epithel
Region der Ratte
AI842004 NT 185-384 Cerebellum 94 % Bonaldo et al., 1996
Mmu 38503 |NT 683-1179 Gehirn 95 % Williams et al., 1996

Unter der angegebenen Accession-Nr. ist die jeweilige Sequenz in der Datenbank des NCBI abgelegt. Der
Sequenzbereich gibt den Bereich der kodierenden Region der Rattensequenz wider, der den
Mauspartialsequenzen entspricht.

Tabelle 11: Primer zur Klonierung der vollstindigen kodierenden Region von G+ aus
der Maus.

Primer Sequenzbereich max. Hybr. Temp. verwendete Hybr. Temp.

#2825/#2826 |NT 12-1153 70 °C/72 °C 68 °C

Der unter Sequenzbereich angegebene cDNA-Abschnitt des Maus G s wird von dem Primerpaar eingerahmt.
Aufgefiihrt ist die maximale Hybridisierungstemperatur, bei der die Primer verwendet werden kénnen, sowie die
in den PCR-Experimenten verwendete Temperatur.
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Abb. 39: cDNA-Sequenz der kodierenden Region des Maus G,qr sowie die abgeleitete
Proteinsequenz.

-12 GAGCCAGCAGGE

[y

ATGGGGTGTTTGGGCARCAGCAGCARGACCGCGGAAGATCAGGGCGTAGATGAARANGARCGCCGCGAGGCCAACARRANGATCGAGALGCAGTTGCAGA
M 6 C L G N §$ 8 KTAZEUDGESOGVVDEIZ KEI RI REA BNDNIEKIEKTITEIZ KZGQTILQ

101 AAGAGCGCCTGGCTTACARAGCAACTCACCGUCTGCTGCTTCTGGGGGCTGGTGAGTCCGGGARARGCACTATCGTCARACAGATGAGGATCCTGCACGT
K E R LAY KATOHURULILULULUGHAGES G KOS T IV KQMUERTILMHV

CAATGGCTTCAACCCCGAGGARAAGAAGCAGAAAAT TCTGGACATCAGGAAAARTGTCAAAGATGCGATCGTGACAATCGT TTCAGCAATGAGTACTATC
N G F N P EE KK QXK I LD IRIEKWNWVYEKUDOATIV T IV S A M S T I

301 ATACCTCCAGTTCCACTGGCCAACCCTGAGARACCAGTTCCGGTCAGATTATATCARGAGCATAGCCCCTATCACTGACTT TGARTATTCCCAGGAGTTCT
I P P VPLAMNUPENUGQT FU R SUDYTIIKS$STIAZPTITUDUFET Y S5 QEF

401 TTGACCATGTGAAGAAGCTGTGGGACGATGAAGGAGTGAAGGCCTGCTTTGAGAGATCCAACGAGTACCAGC TEATCGACTGTGCACAATACTTCCTGGA
F D HV KK LWUDDUESGUV K ACT FEW®RIZGSNEYQLTIOUDOCH-AGOGQYFUL E

501 AAGGATTGACAGTGTCAGTCTGGTTGACTACACACCCACAGACCAGGACCTGCTCAGATGCAGAGTGCTGACATCAGGAATCTTTGAGACACGATTCCRA
R I D S5 ¥5 L vDbD ¥ TP TDQ DLLRI CHZRUY¥YILTU TS GIFETURF Q

600 GTGGACARAGTGAACTTTCACATGTTTGATCT TGGAGGCCAGACAGATGAGAGARGALAATGGATCCAGTGT T T TAATGATGTCACTGCGATCATTTACG
v D K vV NFHMFD VGGG Q RDEUZ RIRIEKMWTIOQTCTFWNDV T ATITIZY

701 TGGLGGCCTGTAGTAGC TACAACATGGTGATCCGGGAAGATAACAATACCARCAGACTTCGGGAATCACTGCACCTGTTTGAARGCATC TGGAATARCAS
v A A C 5§ 5§ ¥ N MV I REDNWNT®NURILURESTLDILUFZEUSTIWDNMWNR

801 GTGGTTGCGAACCATTTCTATCATCCTATTCTTGARCAARCAAGACATGCTGGCAGARAAAGTCTTGGCAGGGARGTCARRAATCGAAGACTATTTCCCG
W L R T I 5 I I L F L N K Q D MIULAEI KV L A G K S5 KTIEUDY F P

901 GAGTATGCCAATTATACTGTCCCTGARGATGCARCACCAGATGCGGGACAAGATCCCARRGT TACAAGAGCARAGTTCTTTATCCGGGATCTGTTCT TGA
E ¥ ANY TV P EDATPUZDAGETDUZPI KVTU EAI KT FUFTIUZERT DTLTFTL

1001 GGATCAGCACAGCCACGGGTGATGGCARACATTACTGCTACCCTCACTTCACCTGCGCCGTGGACACAGAGAACATCCGCAGAGTGTTCARCGATTGCCS
R I 8 TaTGDGEKHY CY PHFTCCAUV DT EWMNTIIZERI®RYTFMNDEZR
Ci8
1101 TGACATCATCCAGAGAATGCATCTCAAGCAGTACGRACTCTTGTGAGGGCCAATCRAGCTT
B I I ¢ R M H L K ¢ ¥ E L L

Abb. 39: Dargestellt ist die kodierende Region der G, ¢DNA. Die Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung
numeriert. Das Start- und das Stoppkodon sind fett gedruckt und rot dargestellt. Unter der kodierenden Sequenz
ist die Aminosduresequenz im Einbuchstabenkode abgebildet. Das Peptid, gegen das der Antikorper C18
gerichtet ist, ist grau unterlegt.

7.3 Adenylylzyklase 111

Tabelle 12: Publizierte Partialsequenzen der Adenylylzyklase III aus der Maus.

Accession-Nr. | Sequenzbereich | Ursprungsgewebe | Identische Referenz
Nukleotide
mit M55075
Ratten ACIII | vollstandige Olfaktorisches - Bakalyar & Reed,
cDNA-Klon |kodierende Epithel 1989
M55075 Region der
Ratte
BB575150 504-722 Adult male pituitary Aizawa et al., 2000
gland
AW740974 679-1024 Thymus 95 % Marra et al., 1999
AF253540 965-1295 unbekannt 96 % Lee & Han, 2000
AKO013198 1363-1539 11 Tage Embryo 96 % Carninci &
Hayashizaki, 1999
BB209261 1515-1813 Adult male Aorta 95 % Konno et al., 2000
BF019956 1972-2258 Thymus 92 % NCI-CGAP™
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BF165179 2110-2869 Lung 94 % NIH-MGC ~

AA880100 3014-3469 Mammary gland 93 % Marra et al., 1996

Partialsequenzen, die in den Datenbanken EST-mouse und nr des NCBI unter der angegebenen Accession Nr.
abgelegt sind. Der Sequenzbereich bezieht sich auf die Nukleotidpositionen der Ratten ACIII-cDNA.

"National Cancer Institute, Cancer Genome Anatomy Project (CGAP)
*National Institutes of Health, Mammalian Gene Collection (MGC)

Tabelle 13: Primer zur Klonierung der kodierenden Region der ACIII aus der Maus

Primerkombination | Sequenzbereich max. Hybr. Temp. | verwendete Hybr. Temp.
# 2908/# 2909 NT 8-1000 68 °C/70 °C 68 °C
# 2842/# 2843 NT 957-1805 78 °C/66°C 66 °C
# 2803/# 2814 NT 1776-3453 62 °C/64 °C 60 °C

Die Positionen unter Sequenzbereich geben den cDNA-Abschnitt der Maus ACIII wider, der von den Primern
flankiert wird. Aufgefiihrt ist die maximale Hybridisierungstemperatur, bei der die Primer verwendet werden

konnen, sowie die in den PCR-Experimenten verwendete Temperatur.
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Abb. 40: Die kodierende Region der ACIII-cDNA.
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ATGACCGRAGGACCAGGGCTTCTCGGATCCCGAGTACTCGECAGAGTACTCAGCTGAATACTCGGTCAGCCTGCCCCCTGACCCCGACCGOGGGEETIGECT
M T ED Q G F § D PEY S A EY &8 A EY SV S§LPPUDUPUDIRGV G

GGACCCATGRAATTTCTGTGCGGARCTCGGGGTCCTGCCTETGCCTECCTCECTTTATGCGECTGACCTTCETGCCTGAGTCCTTGGAGAACCTCTACCA
R T H E I & V R N 8 6 §8 ¢ L ¢ L PR F MPBRUILTUFUV PESTLZEDNTILTY Q

GACCTACTTCARARGGCAGCGCCATGAGACCCTGCTGGTGCTGGTGGTTTTTGCGGCCCTCTTTGACTGCTACGTGGTAGTGATGTGCGCGGTGGTCTTC
T Y F KR OSRMHETULILWV LV ¥V FAALTFUDOCYVV VY MCAUWV VY F

TCCAGCGACRAGCTGECGCCCCTCATGGTGGCAGGCTTCGETC TGGTGTTGGACATCATCCTTTTCGTGC TCTGTARRAARGGGGCTGCTCCCGGACCGAG
§ 58 D KL APLMVAGT FOGILVLLDTITIULTFUVILCIZEKIEKUGLIULUPTZULDHR

TGAGCCGCARAGTGGTACCCTACCTGCTGTGGCTGCTCATCTCGGCCCAGATCTTCTCCTACCTGGGCCTGRACTTTTCACGGGCCCACGCAGCCAGTGA
vV S R K ¥V V P ¥ L L WL L I &8 A ¢Q I F 8 ¥ L G L BN F § RAHUAUSB S D

CACTGTGEETTGECAGGCTTTCTTTGTCTTCTCCTTCTTCATAACGCTGCCCCTCAGCCTCAGCCCCATCGTGATCATCTCTGTEGTCTCCTGTGTTGTG
T V ¢ W &a F F VF 8 F F I TVLUPILSS$S LS PTI VI I S VWV S5 CUV VWV

CACACGCTTGTGTTGGGGETCACTGTGGCCCAGCAGCAGCAGGATGAGCTGGAAGGGATGUAGC TG TGAGGGAGATCCTGGCCARCGTCTTCCTCTACC
H T L VL 6 ¥V TV A Q0@ QDB EULEGMOEQILTILRETITLANUWVTFEFLYX

TETGTECTATCATCETGEGCATCATGTCCTACTACATGGCAGACCECAAGCACCGCAAGGCCTTCCTECAGGCCCECCAGTCACTGGAGGTGAAGATGAR
L ¢ A I I Vv 6 I M 8 ¥ Y M ADUZERI KU HURIEKA BAZFIULESBZW&RTGQUSILEVEKMM®N

TCTGGAGEAGCAGAGCCAGCAGCAGGARRRCCT TATGCT TTCCATCCTGCCCARGCACGTEGC TGACGAGATGC TGARGGACATGARGAAGGACGAGAGT
L EE Q@ §$ ¢ g ¢Q EN L ML § I L P K HVY A DEMMTU LI KT DM TZEKTZEKTDTE 8§

CAGRAGGACCRAGCAGCAGTTCAATACCATGTACATGTACCGGCACGAGAATGTCAGCATCCTGTTTGCAGATATTGTGGGC TTTACCCAGCTGTCOTCTG
Q K Dbo O O FHNTMMYMHM Y RHEMNV S I L FAUDTIUVGEGTFTGQ2UL 5§ 5

CTTGCAGTGCCCAGGRGCTCETEARGTTACTCARCGAGCTCTTCGCCCECTTTGACAAGC TGECAGCCARATACCACCAGCTGRGGATCARGATCCTAGG
A ¢ $ A Q E L V KL L N EULU FAURV FTUDI KU LU AW AIEKTYHOQQULW®RTIIZEKTITLG

CGACTGTTACTACTGCATCTGCGGCTTGCCTGACTACCGGGAGGACCATGCCGTGTGCTCCATCCTTATGGEGCTTGCCATGETAGAGGCCATCTCGETAC
0D ¢ Yy ¥y ¢ I ¢ ¢ L P DY RETU DU HSBYVCCSIILMOGIL®AMTYE® ATIS Y

GTGECGGGAGRRGACCAAGRCTGEAGTGGACATGCGTGTGEGACTGCACACAGGCACTETCOTAGGUGETETCCTGEGCCAGARGCGCTGGCAGTATGATG
VR EE KT KTGV DMBRYVGEV HETGETWVL GGV L G Q KRWQ Y D

TATGGTCTACTGATGTCACCGTEGCARACARGATGGAGGCTEETEGCATCCCAGGGCGIGTGCACATTTCCCAGAGCACCATGGACTECCTGARGEEGER
vV Ww 8 T DV TV A NI EKMEH ATGUGTIP?P GRVYVY HTI S QQ S TMUDUGCTULEK G E

GTTTGATGTGGAGCCTGGTGATGGGGECAGTCGCTGCGACTACCTAGATGAGARGGGCATCGAARCCTACCTCATCATTGCCTCCAAGCCAGAGGTGARG
F pDVvVv EPGD GG S R CDPDY LD EEK G IETU Y¥TULTITI® A SIEKZPTEVK

ARARRCAGCCCARRATGGCCTCAACGGCTCGGCCGTGCCAARCGGAGCGCCGGCATCCTCCARACCCAGCTCCCCTGCCCTCATCGAGACCAAGGAGCCCA
K T A Q N &G L W G 8 A Vv P N G A P A 8§ 8 K P §$ 5 PALIETEKEP

ATGGAARGTGCCCATGCCAGC GG TCCACAT CAGAGGAGGC TGARGAACAGGAGGCCCAGGCTGACRACCCCTCGTTCCCCARCCCCOGUCGCAGGLTELG
N 6 S A HA S G 8T SSETZETH RTETETGQEU AZO QR RZRDTSNT PSTFTPNZ PR RTPERTERTLRER

CCTCCAGGACCTGGCGGACCGTGTGETGGACGCCTCTGAGGATGAGCACGAACTGRAACCAGCTGCTTAATGAGGCCCTGCTGGAGCGGGAGTCCGCCCAG
L ¢ DL ADRVYV YV DAOSEUDEUHRETLMNSI GQGTLILWNZEATLTLETZRESAQ

GTGGTAARAGRAGAGARACACATTCCTCCTGACCATGAGGTTCATGGACCCAGAGATGGARACACGCTACTCOGTGEAGAAGGAGAAGCAGAGUGGGECTG
vV vV K KRNTT FTILILTMERTFMUDZPEMMET®RTY S V EZKEE Qg S G A

CCTTCAGCTGCTCCTGTGTRETCCTCTTOTGUACGGUCATGETGEAGATACTCATTGACCCCTGGC TGATGACRARC TATGTGACC TTTETGETTEEGER
A F 8§ ¢ 8 ¢ vVVL FCT&AMUV EIILTIUDU P®WLMTMNYVTUFV V G E

GGTTCTGCTCCTGATCCTGACCATC TGO TCEATGGC TGCCATCTTTCCCAGGTCATTTCCCARGRARGCTTGTGGCCTTCTCATCTTGGATTGRCCGGACT
vV L L LI LTTI TS MAATITFUVPRST FZPIERKIEKTLVYVATF S S5 WTIUDURT

CGCTGGGCARGGAACACCTGGGCCATET TAGCCATCTTCATTCTGGTTATGECCARTGTTGTGGACATGCTCAGCTGTCTCCAGTACTACATGGGACCTT
R WA RMNTWAMTILATILIFTIILVMAMNVYWVDMILSCILY Y M G P

ACAACATGRACRGCTGGGATGGAGCTGGACGGCGGCTGCATGGAGRARACCCCARGTACTACARCTACGTAGC TGTGCTGTCGCTCATCGCCACCATCATGCT
¥ N M T A 66 M EULUD G G CMEMNUP K Y Y N Y Vv 2 V L 8 L I ATTIMML

GETGCAGGTCAGCCACATGETGRAGC TGACGUTCATGUTGCTCGTCACAGGUGCCGTGACTGOCCTCARCCTGTACGCC TGETGTCCTGTCTTTGATGRR
v ¢ vs HM VYV KL TILMUL L VT GAV TAILWMNILYAW®WTCUPVF DE

TACGACCACAAGCGCTTTCAGGAARAGGACTCTCCTATGETGGCCTTAGAGAAGATGCAGGTACTTGCCACCCCTGGGCTCARTGGCACTGACAGCRGGT
Yy D H K RFOQEI KDSPMHMV A LEZ EKMSOOWVILATU®PUGTILMNGTD S R

TECCCCTEETECCTTCCAAGTACTCCATGACTGTGATGATGTTCETCATGATGCTGAGCTTTTACTACT TCTCGCGCCACGTGGARAARCTGGCCCGAAL
L P L V P & K Y 8§ M T Vv M M F V M M L 58 F ¥ ¥ F 8 R H v E K L AR R T

ACTGTTCTTGTGGAAGATTGAGGTCCATGACCAGAAAGRACGTGTCTACGAGATGCGCCGATGGAACGAGGCCTTGGTCACCAACATGTTGCCAGAGCAT
L F L W K I EV HDQZ K EURUVYVYEMUBRPRWMNEZ SRILUVVTMNM4MILPEH

GTTGCACGCCATTTTCTGGGGTCCARGARAGAGAGAT GRGGAGCTGTACAGCCAGTCTTATGRCGRAGATTGGAGTCATGTTTGCCTCCTTGCCCRARCTTTG
VARUHTPFLGS K EK-RUIDEETLYS QS5 Y DETIGVMFAUSTLUPWHNFEF

CTGACTTCTACACTGAGGAGAGCATCAACAACGGCGGCATCGAGTGTCTACGC TTCCTCAATGAGATCATCTCTGATTTTGACTCTCTCCTGGACARTCC
A D F ¥ TEE S I HNNGGTIEU CCULRTFILMNETITISODTFDSILILTUDHNTP
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2901 CARATTCCGGGTCATCACCAAGATCARAACTATTGGCAGCACCTATATGGCAGCTTCAGGAGTCACACCAGATGTCAACACCAATGGCTTTACRAGCTCC
K PRV I T K I KT I G S§TJYMOAMAEaRBROGSGYVYT®PDUVMNTDNGUZ FTS5 5

3001 AGCAAGGAGGAAARGTCAGACAAGGAGCGCTGGCAGCACCTGGTTGACCTGGCTGACTTTGCATTAGCCATGAAGGACACGCTCACAAACATCARCARCC
5 K E E K S b K ERWOQHULV D>PLADT F AL AMEKT DTTULTDNTIUHNTUN

3101 AGTCATTCAACAACTTCATGTTGCGCATAGGCATGAACAAAGGAGGAGTTCTGGCTGGCGTCATTGGAGCCCCGGAACCACACTATGACATCTGGGGCAA
g &S F N N FMLURTIOGM®NIEKEGS GV VL AGUVWV I G APEPMH8HBYTDTIWSG N

3201 TACCCTGGATGTGGCCAGCAGGATGGRATCCACAGGAGTCATGGGCARCATCCAGGTGGTAGRAAGAGACGCAGGTCATCCTTCGAGAGTACGGCTTCCGC
T L b VA S RME ST GGG VM GENTIOQVYV ETETQUVTITLRETYGE F R

czo
3301 TTTGTGAGGCGAGGTCCCATCTT TG TGARAGGCARAGGGEAGCTTCTGACCTTTTTCT TEAAGGGGUGGGACAGECCAGCTGCCTTCCCCAATGGOTCCT
F VR RGPIFV KOG KOG EULTLTUFUF L K G R D R [PENETRENP N GHS

c20
3401 CTGTTACACTGCCCCACCAAGTGGTGCACRACCCCTGAGCGACCTCTGGCTCC
5 ¥ 7T L P HQ VYV ¥ DN P

Abb. 40: Die kodierende Region der ACIII-cDNA. Die Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung numeriert. Das
Start- und das Stoppkodon sind fett gedruckt und rot dargestellt. Unter der kodierenden cDNA-Sequenz ist die
Aminosduresequenz im Einbuchstabenkode abgebildet. Die potentielle N-abhéngige Glykosylierungsstelle ist
blau dargestellt. Das Peptid, gegen das der Antikérper C20 gerichtet ist, ist grau unterlegt.

7.4 Guanylylzyklase-D

Tabelle 14a, b, c: Veriffentlichte Sequenzen der GC-D aus unterschiedlichen Spezies:
a) Maus EST’s:

Accession Nr. Ursprungs- | Sequenzbereich | Funktionelle Referenz
gewebe (Ratte) Doméne
Al645380 Thymus NT 2081-2343 |KHD Marra et al., 1996
AAL153585 Thymus NT 2081-2263 |KHD Marra et al., 1996
Al448708 Thymus NT 2768-2904 |CCD Marra et al., 1996
AV208501 Testis NT 3355-3618 |3° kodierend und | Konno et al., 1999
nicht kodierend

Tabelle 14a: Verdffentlichte cDNA Sequenzen der Maus GC-D.

Angegeben sind die jeweiligen Sequenzbereiche der Ratten GC-D, die den Maus EST’s entsprechen. Die Maus
EST’s kodieren fiir Teile der cyclase catalytic domain (CCD) und der Kinase-Homologie-Doméne (KHD). Das
EST aus dem Testis umfafit einen Bereich aus der 3° kodierenden und dem 3° nicht-kodierenden Bereich direkt
im Anschlufl an das Stoppkodon.

132



b) Maus genomische Fragmente:

Accession Nr. Ursprungsgewebe | Sequenzbereich | Funktionelle | Referenz

(Ratte) Doméne
L47643 (Exon2) |genomische DNA | NT 99-860 SP/ECD Yang et al., 1996
L47644 (Exon 3) |genomische DNA |NT 863-1159 |ECD Yang et al., 1996
L47645 (Exon4) |genomische DNA |NT 1154-1506 |ECD Yang et al., 1996
L47646 (Exon 5) |genomische DNA |NT 1510-1603 |TMD Yang et al., 1996

Tabelle 14b: Verdiffentlichte genomische Sequenzen der Maus GC-D.

Angegeben sind die jeweiligen Sequenzbereiche der Ratten GC-D, die den Maus EST’s entsprechen. Die Maus
genomischen Fragmente kodieren fiir das Signalpeptid (SP), die extrazellulire-Doméne (ECD) und die

transmembranale-Doméne (TMD).

b) Veroiffentlichte Sequenzen von Mensch und Ratte

Accession Nr. Ursprungsgewebe | Sequenzbereich | Funktionelle |Referenz
(Ratte) Doméne
L37203 (Ratte) olfaktorisches vollstindige vollsténdiges | Fiille et al., 1995
Epithel cDNA Protein
BF513152 Lunge NT 2544 - 2955 |CCD NCI-CGAP 1997
(Mensch)

Tabelle 14c: Bisher veriffentlichte cDNA Sequenzen der GC-D aus Ratte und Mensch., Unter der Accession
Nr. ist die entsprechende Sequenz in der Datenbank des NCBI abgelegt. Das Ursprungsgewebe gibt das Organ
an, aus dem die cDNA kloniert wurde. Die menschliche cDNA kodiert fiir einen Bereich aus der katalytischen-

Doméne (CCD).

Tabelle 15 a/b: Primer zur Klonierung von cDNA-Fragmenten der GC-D

a) Intrazelluléire-Doméine der Maus GC-D

Primerkombination | Sequenzbereich |max. Hybr. Temp. |verwendete Hybr. Temp.
# 2650/# 2651 NT 1779-2788 |60 °C/60 °C 60 °C
#2612/# 2823 NT 2684-3393 |56 °C/62 °C 54 °C

b) Bereich aus der katalytischen-Doméine der menschlichen GC-D

Primerkombination

Sequenzbereich

max. Hybr. Temp.

verwendete Hybr. Temp.

# 3023/# 3024

NT 2544-2875

66 °C/70 °C

64 °C

Die Positionen geben die von den Primer flankierten Sequenzbereiche der Ratten GC-D cDNA-Sequenz wider.
Aufgefiihrt ist die maximale Hybridisierungstemperatur sowie die in den PCR-Experimenten verwendete

Temperatur.
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Abb. 41: Vergleich der Ratten und Maus (partial) GC-D cDNA-Sequenz

CCh

Abb. 41: Vergleich der ¢cDNA-Sequenzen der GC-D aus Ratte (RATGCD) und Maus (SV129GCDPA;
Partialsequenz). Die Abweichungen der Maussequenz von der Rattensequenz sind in rot dargestellt. Die
Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung numeriert. Rechts angegeben sind die Nukleotidpositionen der
entsprechenden Sequenz. Die cDNA-Bereiche, die fiir die Kinase-Homologie-Domine (KHD) und die C-
terminale katalytische-Domiéne (CCD) kodieren, sind iiberstrichen. Die Begrenzung dieser Bereiche wurde Fiille
et al. ( 1995) entnommen.

7.5 Zapfensehzellen o-Untereinheit (CNGA3)
Tabelle 16: Veroffentlichte CNGA3 ¢cDNA-Sequenzen:

Accession Nr. | Ursprungsgewebe Sequenzbereich Referenz

X89598 Huhn Retina vollstindige cDNA | Bonigk ef al., 1993
X89600 Rinder Hoden/ Rinder Retina | vollstindige cDNA | Weyand et al., 1994
AF065314 Mensch Retina vollstindige cDNA | Wissinger et al., 1997
AJ243933 Maus Retina vollstindige cDNA | Hirano et al., 2000
AJ272429/AJ2 |Ratte olfaktorisches Epithel |vollstindige cDNA | Meyer et al., 2000
72428

Tabelle 16: Veriffentlichte cDNA-Sequenzen von CNGA3-Untereinheiten. Angegeben ist die Accession-Nr.
unter der die Sequenz in der NCBI Datenbank abgelegt ist.

134



Tabelle 17: Primerkombinationen zur Klonierung der mCNGA3-Untereinheit

Primerkombination | Sequenzbereich (Nukleotid) |max. Hybr. Temp. |verwendete Hybr.

Temp.
# 2876/# 2877 1-1004 68 °C/68 °C 66 °C
# 2840/# 2841 947-2039 68 °C/68 °C 66 °C

Tabelle 17: Primerkombinationen mit denen die ¢cDNA der CNGA3-Untereinheit amplifiziert wurde.
Angegeben sind die Sequenzbereiche, die von den Primem umschlossen werden, und die maximale
Hybridisierungstemperatur, sowie die in den Experimenten verwendete Hybridisierungstemperatur.

Abb. 42: Kodierende Region der mCNGA3Il-cDNA.
-20 TGAATGTGACCTGTGCAGAG

1 ATGGCAAAGGTGAACACCCAGTGTTCACAGCCCTCCCCGACCCAACTTTCAATARAGAATGCGGACAGAGATCTCGACCACGTAGAGAACGGCCTGGGCA
M A KV NTOQCS5 QP S PTQQ L S5 I EKNATDURUDILU DU HYVEWDNGTL G

101 GGICTCACTCACCATGTGAGGAGACATCTTCCACACTGCAGCAAGGGATCGCCATGGAGACCCGAGEACTGGCTGGATCCGCACGGAGCGTAGT CACAAG
R -8 B 5 F ¢ FE & T F 858 T & 88 I A MM B R - A EFE A B V¥ TS

201 ccamm TGTCACGCCTCATCATCTCGATTCGTGCGTGGGCC TCCAGGCACTTACACGATGAAGACCAGACACCTGACTCCTTTTTGGAT
g ¢ P A R Vs RUL I I §§1I RAWAUS KMHBILHBEDETDOSQTPUDSF L D

301 CGATTTCATGGATCTGAGCTTARGGAAGTC TCCACCCGGGAAAGCAATGCCCAGCCCAACCCAGGAGARCAGAAGCCACCAGACGGAGGGGARGGGAAGG
R FH G S ELKUEVYVY S T RESNSAAZGQUPMNUPTGEOGQIZ KPUPTDGSGUE G K
51
401 AGGAGCCCATTGTGGTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCGCTCCCAGTCTTCTATARCTGGTGTCTACTTGTATGCAG
E E P I VWV DP S5 NI ¥ ¥ RWULTATIH AILU PV FTYNWOCTILULUVCR
52
501 GGCCTGTTTTGATGAGCTACAATCAGAGCACCTGACGCTGTGGCTGGTCTTGGACTACTCTGCAGATGTCCTTTATGTTTTAGACATGCTGGTTCGAGCC
A C F D EL Qg S EHUL T LWL YV L D Y S5 A DV L ¥V L DML V R A

601 COGACAGGTTTCCTTGAGCARGGCCTARTGGTCAGAGATACCAAGAGECTGTGGAARCATTACACAARGACCTTGCACTTCARGCTGGACATCCTETCTIC
R T G F L E Q G L MV RDTU XK RTLW®WZEKHYTEKTTU LHT FIEKTLTDTITL S
54
701 TCATCCCCACAGACCTGGCTTATTTAAAGT TGGGCGTGAACTACCCAGAACTGAGGTTCAACCGCCTCCTGAAGTTCTCTCGGCTCTTTGAATTCTTTGA
L I pTDILOARAY L K LGV NY P EILURU FMNURILTULIEKFSRULUFUZETFF D
_ s5
801 COGUACAGAGACARGGACCARCTACCCCAACGTGT TCAGGATAGGGAACTTGGTCCTTTACACACTCATCATCATCCACTGGRATGCCTGCATCTACTTT
R T E TR TN ¥ P NV FRIGHNILWVILY TIL I I I HWMHNOAUGCTIZYTF

901 GCCATTTCCAAGTTCATTGGTTTTGGGACAGAC TCCTGEGTCTATCCARRCACCTCCARGCCGGAGTATGCACGACTCTCCCGGARGTACATTTACAGTC
A I 5 K F I G F G TDJSWUYV Y PDNTSIE KU PETYSA aAZRTILSU RIEKTYTI Y §

Porenregion s6

1001 TCTACTGGTCCACCCTGACCCTGACCACCATTGGTGAGACCCCACCCCCUGTGAAAGATGAAGAGTATCTCTTTGTGGTCATCGACTTCCTEGTGGGTAT
L ¥ W §s T&LTZLTTTIGETTPZPPV KDETEZYTLTZFUYVYVIDFTILUWVG]I

1101 CCTGATCTTTGCCACCATAGTGGGCAACGTAGGCTCCATGATTTCCAACATGAACGCTCCCCGGGTAGAGTTCCAGGCTAAGATCGACTCCGTCAAGCAG
L I FATTI VG NV GG 5 MTI S5 NMNAUPA RYVETFOQAZEKTIUDSV KQ

1201 TACATGCAGTTCCGGAAGGTAACCAAGGACTTGGAGACTCGGGTTATCCGGTGGTTTGACTATCTGTGGGCCAACAGGARGACGGTGGATGAARAGGAAG
Y M o F R KV T K D LETZRUV I RWFD Y L WAMNURIEKTWV D E K E

1301 TGCTCARARRCCTCCCGGACRAGCTGAAGGLTGAGATCGCCATCARCGTGCACCTGGACACGC TEAAGRAGGTCCGAATCT TCCAGGACTGCGAGGLGGG

vV L E N L P D EKLZ KA AZETIATIDNUVHILU DTTLTEK K V RIVFQTDCEAG

1401 GCTGCTGGTGGAGCTGGTGCTGAAGCTCCGCCCCACTGTGT TCAGCCCCEBGGACTACATATGCARRARGGGGGACATTGGARGAGAGATGTACATCATC
L LV EULVILIEXKILUR®PTVF S§UP GD Y IOCIEKIEKSGDTIGREWMYTIHTI
cHMP-Bindestelle
1501 AAGGAGGGCRAGCTGGCTGTGGTGGCTGATGACGEGETCACCCAGTTTGTGGTCCTCAGTGACGGCAGTTACTT TGGGGAGATTAGCATCTTARACATTA
K E G K L AV ¥ apDp?©DGWV T QP F V VL 8§ DG S I F G E I 5 I L NI

1601 AGGGGAGCAAGTCTGGGAACCGCAGGACGGECCAACATCAGGAGTATCGGCTACTCAGACCTGT TCTGCCTCTCCARGGATGACCTAATGGAAGCCCTCAC
K G 5 K 5§ G N RRTH-A2WHNTIWURSIOGY s DL FCUL S KD DLMUE®HAILT

1701 CGAGTACCCAGACGCTAAGAGGGCTCTGGAGGARRRGGGCCGTCAGATTCTGATGARGGACRACCTARTTGATGAGGACCTAGTCGCGGCCAGGGTAGAT
E Y P DA KRATLTETEEKGRQQTIT LMIEKTDWMNILTITDPET DTLUVAA- ATRUWVD

1801 ACCAGGGACGTTGAGGAGARGGETGGAGTACCTGGAGTCGTCCCTGGACATCCTGCAGACGAGGTTTGCCCGACTCCTGGCTGAGTACAGTGCCTCCCAGA
T R DV EE KV E Y L E § § L D IUL T RUVFOAWRILILWGBABETY S A S5 Q

1901 TGRAGCTGRRACAGCGGCTCACTCGGCTGGAGAGCCAGATGARCAGGAGGTGTTGTGGC TTCTCACCTGACAGGGAGARTTCCGAGGATGCT TCAAAGAC
M K L K Q R L T RULUESQgMNURZRCOCGT F S PDREWNSETDO®SA S KT

2001 TGACTGARAATGCAGGTGG
D
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Abb. 42: Kodierende Region der mCNGA3-cDNA.

Dargestellt ist die mCNGA23I Spleiivariante. Die Nukleotide sind in 5° — 3° Richtung numeriert. Das Start- und
das Stoppkodon sind in rot und fett gedruckt. Der DNA-Sequenzbereich, der in der Spleifvariante mCNGA3s
fehlt ist fett und kursiv gedruckt. Unter der DNA-Sequenz ist die Aminosduresequenz im Einbuchstabenkode
widergegeben. Der Proteinbereich, der in mCNGA3s fehlt, ist kursiv und blau abgebildet. Die Lage der
transmembranalen Segmente S1 — 86, der Porenregion und der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (cNMP-
Bindestelle) ist durch einen Balken iiber der Sequenz angegeben. Die Grenzen dieser Bereiche wurden durch
Sequenzvergleich mit anderen CNGA3-Kanilen (Bonigk ef al., 1993; Weyand et al., 1994; Bonigk et al., 1996)
festgelegt.

Abb. 43: Calmodulin-Bindestellen von CNGA3-Untereinheiten

1 5 8 14 CaM-Effekt:
mCNCalphaZa VENGLGR VSRLIISIRAWASRHLHDEDQ ?
mCNCalphaZb VENGLGRSHSFCEETSSTLQOGIAMETRGLAGSARSVVTSOGPAR VSRLIISIRAWASRHLHDEDQ E
rClCalphaZa VENGLGR VERFIISIRAWAARHLHHEDF (+)
rCNCalpha2b VENGLGLSHSPCE VSRFIISIRAWAARHLHHEDP (+)

hCNCalpha?2 AFNGLSRAHS ! T : ] GPTR LERLIISLRAWSARHLHQEDQ =
bCNCalpha2 IENGLSRTHLF ISSELQEGIAMETRGLAESG LESRLIFLLERWARRHVHHQDQ =

cCNCalphaZ IENGFIRTHSLCEDTSSELQRVISMEGRHLSGSOTSPFTGRGAMARLSREVVSLESWATRHLHHEDG (+})

Abb. 43: Vergleich der putativen Calmodulin-Bindestellen der mCNGA3-SpleiBvarianten mit den
entsprechenden Bereichen anderer CNGA3-Untereinheiten. Dargestellt sind Bereiche aus den
SpleiBvarianten mCNGA3s/l, aus den CNGA3-Untereinheiten der Ratte (rCNGA3s/l), des Menschen
(hCNGA3), des Rindes (bCNGA3) und des Huhns (cCNGA3). Aminoséuren, die das ,,1-5-8-14“-Motiv (blau
unterlegt) unterbrechen, sind rot markiert.

7.6 Zapfensehzellen B-Untereinheit (CNGB3)

Tabelle 18: Verdffentlichte CNGB3 cDNA-Sequenzen

Accession Nr. | Ursprungsgewebe Sequenzbereich Referenz
AJ243572 Maus Retina vollstindige cDNA | Gerstner et al., 2000
AF272900 Mensch Retina vollstindige cDNA |Kohl et al., 2000

Tabelle 18: Veriffentlichte cDNA-Sequenzen der CNGB3-Untereinheit. Angegeben ist die Nummer unter
der die Sequenz in der NCBI Datenbank abgelegt ist.

Tabelle 19: Primerpaare zur Klonierung der Maus CNGB3-Untereinheit.

Primerkombination Sequenzbereich |max. Hybr. Temp. | verwendete Hybr. Temp.
1. PCR #2767/# 2768, 1-1075 62 °C760 °C; 58 °C/60 °C

2. PCR #2769/# 2770 62 °C/62 °C

#2646/# 2647 1009-2125 62 °/60 °CC 60 °C
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Abb. 44: Kodierende Region der CNGB3-cDNA.

-18 AGRCCTGCCTCAGAGARG

-

ATGTTAARAATCACTGACAGTAAAATTCAACAAAGTGAATCCCATGGAAGGGAGAATGGAGARGAARCTCTGCCCCAACCTGAGCAGTCTTTCTCAGCCAR
M L K 8 L. T V KF NIEKV NPMUEUGHRMEI K EKTLUCUPWNTILSES5 L 58 QP

10

=

CCATAGCACAGGGAGACARCCARAGTGARARAGARCCTCTGAGGAGC AGGACACCARTCACATTTGARARG TCACACAGUARAGAAGACARCAGCACTGG
T I A Q¢ 6 DN Q & E K EPLURGSUERETO®PI TV FEIZ K SHS KEDHNSTSG

201 GGAARACTCTCTCAGAGATTTCACCCCAAATCCTGACCCTGAATGTCGAGCAGAACTCACCAGAACALTGGCAGAGATGGAGAARACTAGGACTGGGARA
E N 58 L R D F TPWNUPODP ECRAETLTU RTM®AEMMEIZEKTTRTG K

301 GAAAGGCCAGTCRGCTTTAAGACCAMAGTGCTTGARACCTCARTTATAAATGAATATACTGATGCCCACCTACACARCCTAGTGGARRGARTGCGTGARR
E R P V S F KT KV LETS I I NEUYTDAUHTILUHEMNILWVEURMMRBRE

\J
GGACTGCTCTCTACAAGARARCATTGACAGAGGAAGARAATT TCCCAGAAGTGGARAGCCAGCTCTCAGACTGCARTGTCTACARATATATCACCARARACE
R T A L ¥ K K T UL T™ EZEEDNUVF P EV E A I § Q TAMSTH IS P K Q

40

=

501 AGAGARCAATTCCAAGCTAARAGAACACCGAGACACGTTTTCTTTCARACCCCAGAGAGTCCCAGTARRAGAGCACCTACGAAGAATGATACTTCCCAGA
E ¥ N 8 KL K EHRUDTVF S F KP Q RV PV KEHT L RIRMTITILTPR

s1
601 AGCATAGACTCCTACACAGATCGGGTCTATCTCTTGTGGCTCCTGCTTGTCACCATTGCGTATAAL TGGAACTGTTGGCTGCTACCAGTGCGCCTCGTCT
$ 1 b s ¥ T DRV Y L L WLUIL LV T I A Y N WMNGCMWILILEPEV RILV
82
701 TTCCATGCCAARCACCAGATAACAAGRACTACTGGATTATTACTGACATCGTATGIGATATCATCTACCTTTGTGATATACTATTGATCCAGCCAAGACT
F P C QT PDDNI EKNTYW I I TDTIUWVCT?DTITIZ YT LOCDTITZILUILTIUOGQUPTZRTL

83
801 CCAATTTGTAAGAGGAGGAGRAAATTAT TGTAGAT TCARATGAGCTGAAGAGGAACTACCGGAGT TCTACARAGTTTCGGATGGATGTGGCATCTCTACTG
Q F YV R G G E I I ¥ D &8 HN E L K R N ¥ R § & T K F R MDD VA S5 L L

901 CCATTCGAAGTTCTCTACATCTTCTTTGGAGTTAATCCAATATTCAGAGCARATCGGATATTAAAGTATACTTCATTCTTTGAGT TTARCCATCACCTGG
P FE VvV L ¥ I P F GV HNUPI FRAMNRITULIEKZYTSFFEUFMNUHHL
e 85
1001 AGTCTATAATGGACAARGCATATGTCTACAGAGTCATCCGRACARCTGGCTACTTGCTGTTTCTCCTGCACATTAACGCCTGTGTTTATTACTGGGCTTC
E 5 I M D K A Y V ¥ RV I RTT GG Y L L FL L HIDMNSATZ CWVWVYZYWB3AS
— Porenregion ——M —
1101 AGACTATGARGGAATTGGCTCAACTARATGGGTCTATAATGGTGAAGGCARCAAGTATC TGCGATGCTTTTAT TGGGCAGT TCGAACTTTAATTACTATC
D ¥ E 6 I @ &8 T K WV ¥ HGEGMNWN KY L RICPFPFYWAWVERETL I I I

— s6
1201 GGGGGCCTTCCAGAGCCACAGACTTCATTTGARATTGTTTTTCAATTCTTGAATTTTTTCTCTGGGGTTTT TGTTTTCTCCAGCTTAATTGGTCAGATGC
6 6L PE P QT3 F E I ¥V FQFLMNUPFF § 6V F WV F S 58 L I G @ M

1301 GTGATGTGATTGGGGCAGCARCAGCCAATCAGAACTACTTCCAAGCC TGCATGGACCATATCATTGCCTACATGRACRARTRCTC TATTCCTCAGAGTGT
R DV I 6 A A THU22MNUGQMNUY F QACMDUHTITIAU YMMNIEKYSSIPQ 58 V

1401 GCAGTATCGAGTTCGGACTTGGCTGGAATATACATGGAACTCACAARGAATCCTAGATGAGTCCARCTTGCTTGAGRACCTCCCGACAGCARTGCAGTTG
g ¥Y R VRTWIUILEYTWMWNS ¢ RTIULUDESDNILTLEMWM®NTLUZPT- AMGS QTL

1501 TCTATTGCCCTTGACATARACTTCAGTATCATCGACAAGGTGGAGTTATTCAAGGGCTGTGACACACAGATGATTTATGACCTGCTGCTAAGATTGAAAT
$ I A L DI N VF § I I DKV EULVFUEKSGCDTOQMTI Y DLILILRERTULK

1601 CCACTATT TATTTACCTGGTGACTTTS TCTGCARARAGGGAGAAATTGGAARAGRALTGTACATCATCARACACGGAGARGTCCAAGTCCT TGGAGGCLC

s T I ¥ L. P G D F V CKEKUGETIGIE K EMTYTIIEKHSGEWVWVQWV L GG P

cMMP-Bindestelle

1701 TGATGGTGCTCAAGTTCTGGTTACTCTGAARGCTGGGTCAGTGTTTGGAGARAATAAGCCTTCTGGCAARAGGAGGAGGRARTCGCCGGACAGCTGATGTT
D G &4 ¢ VL V TL KAZGS§V F G EI S L L 2&2KG G GMNURURERTOATDV

1801 GTGGCCCACGGATTTGCCAATCTTTTAACTCTGGACARAAAGACTCTCCARGARAATTCTGCTGCATTATCCARCTTCTARARAAGC TCCTCATGARGARAG
vV A H 6 F A N L L T L b K KT L @ E I L L H Y P T § K K L L M K K

1901 CCAARATTCTTTTAAGCCAGRAGGGAAAGACCACTCAGGCAATCCCTGCAAGACCAGGACCTGCCTTTCTT TTCCCACCAARAGARGAGRCACCCCGRAT
A K I LL 5 Q K G KTTOQHATIUP AR PG PA-ATFTLTFU®PUZPIEKETETPRM

2001 GCTTARAGTTCTCCTAGGAAACACAGGARAGGTGGACCTTGGAAGACTCCTTARAGGAANGAGRARRACARCCACTCAGARATARAGGTGARAGTTCCAR
L KV L L 6N TG KV DL G RULUL KGIE K RI KTTTQ K

2101 AGGAAGA

Abb. 44: Kodierende Region der CNGB3-cDNA. Die Nukleotide sind in 5° — 3* Richtung numeriert. Das
Start- und das Stoppkodon sind in rot und fett gedruckt. Unter der DNA-Sequenz ist die Aminoséuresequenz im
Einbuchstabenkode widergegeben. Die Lage der transmembranalen Segmente S1 — S6, der Porenregion und der
Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (¢cNMP-Bindestelle) ist durch einen Balken iiber der Sequenz angegeben.
Die Grenzen dieser Bereiche wurden Gerstner ef al. (2000) entnommen. Putative, in dieser Arbeit identifizierte

SpleiBpositionen sind mit blauen Pfeilspitzen markiert.
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