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1. Zusammenfassung

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) regulieren eine Vielzahl physiologischer

Funktionen in Organismen von der Hefe bis zum Menschen. Soweit bekannt besitzen

alle GPCRs im C-terminalen Bereich des Rezeptorproteins potenzielle Phosphory-

lierungsstellen. Die Funktion der Phosphorylierungsstellen liegt h�au�g in der Deakti-

vierung des Rezeptors. F�ur das Rh1-Rhodopsin von Drosophila, einem Lichtrezeptor,

der ein prototypisches Modellsystem f�ur GPCRs darstellt, war diese Funktion der

Phosphorylierung fraglich.

Zur Aufkl�arung der Funktion der im C-terminalen Bereich des Rh1-Rhodopsins vor-

kommenden Phosphorylierungsstellen (f�unf Serine und ein Threonin) wurden durch

Keimbahn-Transformation transgene Fliegenst�amme erzeugt, die Rh1-Rhodopsine

exprimieren, bei denen jeweils ein Serin oder Threonin gegen ein Alanin ausge-

tauscht ist. F�ur alle Mutanten konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass das

mutierte Rhodopsin korrekt transkribiert, translatiert und in die rhabdomerische

Photorezeptormembran eingebaut wird. Dar�uber hinaus konnte gezeigt werden, dass

die Bindung des Regulatorproteins Arrestin2 an den lichtaktivierten Rezeptor weder

vom Phosphorylierungsgrad des Rezeptors noch vom Vorhandensein der phosphoryl-

ierbaren Aminos�auren abh�angig ist. Die weitere Charakterisierung der potenziellen

Phosphorylierungsstellen mit Hilfe von Phosphorylierungsexperimenten ergab, dass

vier der sechs untersuchten Stellen eine bedeutende Funktion bei der Phosphorylier-

ung des Rezeptors aus�uben. An den Ergebnissen wurde ein Modell f�ur die sequen-

zielle Phosphorylierung des Rh1-Rhodopsins aufgestellt, �ahnlich wie f�ur Wirbel-

tierrhodopsin beschrieben. Physiologische Untersuchungen der Phosphorylierungs-
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1. ZUSAMMENFASSUNG

Mutanten anhand von Elektroretinogrammen ergaben, dass die einzelnen Phosphory-

lierungsstellen und der Phosphorylierungszustand des Rh1-Rhodopsins (im Gegen-

satz zu den Vertebraten), keinen Einuss auf das An- und Abschalten der Seh-

kaskade aus�uben. Eine Rolle bei der Aktivierung oder Deaktivierung des Rezep-

tors ist folglich auszuschlie�en. Stattdessen zeigen Experimente zur belichtungs-

abh�angigen Konzentrations�anderung des Rh1-Rhodopsins in der Photorezeptorzelle,

dass die Phosphorylierung Ausl�oser eines Degradationsprozesses f�ur Metarhodop-

sin ist. Dieser Mechanismus wird bei circa halbmaximaler Phosphorylierung akti-

viert. Er verl�auft parallel zu einem Arrestin-abh�angigen, vermutlich langsameren,

Metarhodopsin-Abbauweg.
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2. Einleitung

G-Protein gekoppelte Rezeptoren geh�oren zu einer Proteinfamilie, die hunderte von

funktionell unterschiedlich spezialisierten Proteinen beinhaltet. Mitglieder dieser

Proteinfamilie haben Rezeptorfunktionen unter anderem bei der synaptischen Neu-

rotransmission und der Wahrnehmung von Geschmack, Geruch und Licht. Die Ei-

genschaften dieser Rezeptoren sind beachtenswert konserviert, obwohl sie die ver-

schiedensten Signale vermitteln. �Uber seine Hauptaufgabe hinaus, die durch ein Si-

gnal vermittelte Interaktion mit einem G-Protein, �ubt nahezu jeder GPCR weitere

Funktionen aus. So beinhaltet er strukturelle Infomationen f�ur seine Prozessierung

und den Transport zum Zielorganell. Daher r�uhrt das Interesse, Funktionen ein-

zelner Bereiche des Rezeptormolek�uls aufzukl�aren. Wie wichtig kleinste Dom�anen

eines GPCRs sein k�onnen, zeigt die Tatsache, dass bereits der Austausch einzelner

Aminos�auren zu einem Verlust der Proteinfunktion f�uhren. Welche Auswirkungen

das zur Folge haben kann, wird an dem Sehpigment Rhodopsin deutlich. Hier ist

mehrfach publiziert worden, dass Mutationen im Rhodopsingen und Defekte in der

Rhodopsinregulation zu degenerativen Erkrankungen der Netzhaut und damit zur

Blindheit f�uhren. Obwohl das Gebiet der GPCR ein sehr intensiv bearbeitetes For-

schungsfeld ist, sind zahlreiche Faktoren der Regulation des Rhodopsins unbekannt

oder nur unzureichend charakterisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb der

Einuss potenzieller Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich des Rho-

dopsins auf die Deaktivierung der Photorezeptorzelle und eine m�ogliche Interna-

lisierung und Degradation des Rezeptors untersucht. Als Modellsystem dient die

Fruchtiege Drosophila melanogaster.

3



2. EINLEITUNG

2.1 G-Protein gekoppelte Signaltransduktionskaskaden

Alleine bei den Mammaliern sind fast 1000 verschiedene GPCRs bekannt (Wess

et al., 1998). Die Sequenzierung des Genoms von Drosophila melanogaster hat ge-

zeigt, dass das Genom der Tauiege circa 200 Gene enth�alt, die f�ur GPCRs codieren

(Adams et al., 2000). Die Aktivierung derartiger GPCRs erfolgt durch die Ligan-

denbindung oder die Aktivierung eines bereits gebundenen Liganden. Ein GPCR im

aktivierten Zustand interagiert mit einem G-Protein, dass aus drei Untereinheiten,

der G�-, G�- und G-Untereinheit besteht. Der Austausch von GDP gegen GTP

an der �-Untereinheit l�ost eine Dissoziation des Komplexes in die Untereinheiten

G� und G� aus. Es sind unterschiedliche G�-Klassen bekannt, die verschiede-

ne Targetenzyme aktivieren oder auch inaktivieren k�onnen (z.B.: G�t aktiviert die

cGMP-Phosphodiesterase, G�q aktiviert die Phospholipase C�, G�s aktiviert die

Adenylatzyklase, G�i hemmt die Adenylatzyklase). Durch die Aktivierung der Tar-

getenzyme kommt es zur Freisetzung von
"
second messenger\ , wodurch es dann

beispielsweise zur Phosphorylierung von Proteinen, zur Genaktivierung oder zur

�O�nung von Ionenkan�alen kommen kann. Auch der G�-Komplex kann Funktionen

in der Signaltransduktion aus�uben.

Nach Aktivierung einer Transduktionskaskade muss diese inaktiviert werden, um

erneut die durch eine weitere Ligandenbindung an den Rezeptor aktivierte Trans-

duktionskaskade ausl�osen zu k�onnen. Derartige Inaktivierungsmechanismen greifen

auf jeder Stufe der Transduktionskaskade ein. Das Hauptaugenmerk wird in der vor-

liegenden Arbeit auf die Inaktivierung des GPCRs selbst gerichtet. In einem ersten

Schritt wird der aktivierte, das hei�t mit einem Liganden besetzte Rezeptor durch

eine G-Protein gekoppelte Rezeptor Kinase (GRK) phosphoryliert. Diese Kinasen,

bei denen es sich um Serin/Threonin modi�zierende Proteinkinasen handelt, phos-

phorylieren typischerweise Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich des

GPCRs (�Ubersichtsartikel: LeVine (1999)). Im Anschlu� daran bindet Arrestin,
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2. EINLEITUNG

ein Regulatorprotein bzw. Adapterprotein, an den Rezeptor, wodurch eine weitere

Aktivierung von G-Proteinmolek�ulen gehemmt wird.

2.1.1 Phosphorylierung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren

F�ur entsprechend untersuchte GPCRs ist die Phosphorylierung des Rezeptors im

C-terminalen Bereich der erste Schritt zur Deaktivierung des Rezeptors. So �ndet

man beispielsweise im C-Terminus des Rhodopsins der Vertebraten und Invertebra-

ten, sowie anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren, wie dem �-adrenergen Re-

zeptor, eine Gruppe Serin- und Threoninreste, die nach der Stimulierung des Rezep-

tors phosphoryliert werden (Vertebraten: Wilden & K�uhn (1982); Thompson &

Findlay (1989), Invertebraten: Vin�os et al. (1997), �-adrenerger Rezeptor: Sibley

et al. (1986); Palczewski et al. (1991)). F�ur diese Phosphorylierung der GPCRs

spielen die G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) eine bedeutende Rolle.

Sieben zur Familie der GRK geh�orende Proteinkinasen wurden bisher identi�ziert

(GRK1-GRK6: Pitcher et al. (1998), GRK7: Chen et al. (2001)). Diese Kinasen

werden zum einem gewebespezi�sch exprimiert wie GRK1, die fast ausschlie�lich in

der Wirbeltier-Retina gefunden wird (Lorenz et al., 1991) und die Phosphorylie-

rung des gebleichten Rhodopsins der Wirbeltiere katalysiert (Shichi & Somers,

1978). GRK2 und GRK3 dagegen werden zum Beispiel ubiquit�ar exprimiert, und

sind in der Lage �-adrenerge Rezeptoren zu phosphorylieren. Bei den Invertebraten

konnte die Rhodopsinkinase, die eine relativ hohe Homologie zur GRK2 aufweist,

bisher nur beim Octopus isoliert werden (Kikkawa et al., 1998).

GRK1 bindet an die dritte intrazytoplasmatische Schleife des lichtaktivierten Rho-

dopsins und wird durch diese Bindung allosterisch aktiviert (Palczewski et al.,

1991), worauf sie in der Lage ist, den Rezeptor im C-terminalen Bereich zu phos-

phorylieren. Die Interaktion der GRK2 mit dem aktivierten Rhodopsin oder dem

�2-adrenergen Rezeptor f�uhrt ebenfalls zu einer allosterischen Aktivierung (Chen

et al., 1993). Die Bindungsstelle mit der die GRK an den Rezeptor binden, be�n-

det sich im N-terminalen Bereich der Kinase, der sich zwischen einzelnen Kinasen

5



2. EINLEITUNG

sehr stark unterscheiden kann. Daran schlie�t sich in C-terminaler Richtung die

katalytische Region an, die zwischen verschiedenen Kinasen eine h�ohere �Ahnlich-

keit besitzt. Der C-terminale Bereich der Kinase weist wiederum keine signi�kante

�Ahnlichkeit bei einem Vergleich verschiedener Kinasen untereinander auf (Lorenz

et al., 1991). Der C-Terminus enth�alt posttranslationale Modi�kationsstellen, die

G�-Bindungsdom�ane und Phospholipidbindungsstellen, die die Translokation zu

und eine Assoziation mit der Plasmamembran regulieren (Pitcher et al., 1998).

2.1.2 Deaktivierung des Rezeptors durch Arrestin

Arrestine bewirken die vollst�andige Desensitisierung des GPCRs, die mit der Phos-

phorylierung des Rezeptors eingeleitet wird. Sie geh�oren zu einer Proteinfamilie, die

f�ur viele Arten aus unterschiedlichen Gruppen des Tierreichs beschrieben wurden.

Zur Familie der Arrestine geh�ort unter anderem das visuelle Arrestin der St�abchen-

Photorezeptoren, das Arrestin, welches in den Zapfen zu �nden ist (Craft et al.,

1993) und �-Arrestin1 bzw. �-Arrestin2 (Lohse et al., 1990; Attramadal et al.,

1992). W�ahrend das Vorkommen der im visuellen System identi�zierten Arrestine

auf photorezeptorische Zellen begrenzt ist, �ndet man die beiden �-Arrestine ubi-

quit�ar in allen Zelltypen exprimiert. In der Vertebratenphotorezeption bindet das

Arrestin (S-Antigen, Rind: Wistow et al. (1986), Mensch: Yamaki et al. (1988))

im Anschluss an die Metarhodopsinphosphorylierung an den aktivierten Rezeptor

(Schleicher et al., 1989). Durch die Bindung des Arrestins wird die weitere Akti-

vierung von G-Proteinmolek�ulen gehemmt (Gurevich et al., 1993; Gibson et al.,

2000).

2.2 Das Komplexauge von Drosophila

Zentrales Thema der vorliegenden Arbeit ist die Phosphorylierung eines Rhodops-

ins im Komplexauge der Tauiege Drosophila melanogaster. Dieses Auge ist ein

hervorragendes Modellsystem zur Kl�arung solcher Fragestellungen, da es zum einen

bereits biochemisch, elektrophysiologisch und entwicklungsbiologisch untersucht ist,

6



2. EINLEITUNG

zum anderen ideale M�oglichkeiten zur molekularbiologisch-genetischen Manipulati-

on bietet. So k�onnen beispielsweise in vitro mutierte Gene sehr zuverl�assig transgen

in dem physiologischen Zellhintergrund exprimiert werden.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines Komplexauges und eines Ommatidiums
von Drosophila. A �Ubersicht �uber den Aufbau eines Komplexauges, B L�angsschnitt durch ein
einzelnes Ommatidium,CQuerschnitt durch ein Ommatidium auf H�ohe der R7-Photorezeptorzelle,
D Querschnitt durch ein Ommatidium auf H�ohe der R8-Photorezeptorzelle, E Detail aus der
Organisationsstruktur der Mikrovillusmembran.

Das Auge von Drosophila bezeichnet man als Komplexauge, da es sich aus vielen Ein-

zelaugen (Ommatidien) zusammensetzt (�Ubersichtsartikel: Hardie et al. (1985)).

Das Komplexauge von Drosophila melanogaster besteht aus circa 750 Einzelaugen,

die alle den gleichen Grundaufbau aufweisen (Abb. 2.1) und hexagonal zueinander

angeordnet sind. Jedes Ommatidium besitzt zur Augenober�ache hin einen dioptri-

schen Apparat, der sich aus der Cornealinse und dem Kristallkegel zusammensetzt.

Proximal dazu be�nden sich die prim�aren Pigmentzellen und die Semperzellen, an
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2. EINLEITUNG

die sich acht Retinulazellen anschliessen, die auch als Photorezeptorzellen oder ein-

fach als Photorezeptoren bezeichnet werden. Die Abschirmung der Photorezeptor-

zellen von einfallendem Licht aus benachbarten Ommatidien erfolgt durch sekund�are

Pigmentzellen. Durch die Basalmembran wird das Auge proximal von den optischen

Ganglien, der Medulla und der Lobula abgegrenzt. Die Photorezeptorzellen sind

im Zentrum des Ommatidiums gelegen und bilden lateral, zur Mitte des Omma-

tidiums hin, spezialisierte Mikrovillis�aume aus, die sogenannten Rhabdomere. Ein

Rhabdomer hat einen Durchmesser von 50 nm und eine L�ange von 80{90�m. In die

mikrovill�are Membran ist der Sehfarbsto�, das Rhodopsin eingelagert (Langer et

al., 1966). Die Rhabdomere der acht Photorezeptorzellen sind in einem charakte-

ristischen trapezf�ormigen Muster angeordnet. Nach ihrer Position im Ommatidium

unterscheidet man die Au�enzellen R1{6 von dem zentralen Paar R7/R8.

2.3 Der Sehfarbsto� Rhodopsin

Rhodopsin, wie auch andere zur Familie der GPCRs geh�orende Proteine, zeich-

nen sich durch ein gemeinsames strukturelles Motiv aus: Sie besitzen sieben die

Membran durchspannende �-Helices, die extrazellul�ar und intrazellul�ar durch je-

weils drei �uberwiegend hydrophile Schleifen miteinander verbunden sind. Ein stark

konservierter Bereich �ndet sich in der ersten intrazellul�aren Schleife (i1), der bei

allen Invertebraten auftritt. Es wird angenommen, dass dieser beim Transport des

Rhodopsins, seiner Faltung und der Verankerung in der Membran eine grosse Rolle

spielt (G�artner & Towner, 1995; G�artner et al., 2000). Die zweite und dritte

Schleife sowie der C-terminale Bereich weisen Bindungsstellen f�ur das G-Protein auf

(K�onig et al., 1989). Beim Rinderopsin �ndet man eine vierte intrazellul�are Schlei-

fe, die durch eine Palmitylierung von 1{2 Cystein-Resten im C-terminalen Bereich

zustande kommt. Dabei sind Fetts�aureketten in die Membran eingelagert, die die

Verankerung des C-Terminus in der Membran erm�oglichen (Ovchinnikov et al.,

1988). Solche Cysteine sind beispielsweise auch bei dem Rh1-Rhodopsin von Dro-

sophila zu �nden, die entsprechende Mutation dieser Stellen l�asst jedoch vermuten,
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Abbildung 2.2: Struktur des Opsins Rh1 von Drosophila melanogaster . Bei den durch
Pfeile gekennzeichneten Aminos�auren S357, S358, S362, T365, S367 und S371 handelt es sich um
potenzielle Phosphorylierungsstellen. Die Pfeile 1 und 2 kennzeichnen die m�oglichen Glykosylie-
rungsstellen N20 und N196. Der Pfeil 3 markiert die Aminos�aure K319, an die der Chromophor
gebunden ist. Die Kennzeichnung TM1{TM7 bezeichnet die transmembran�aren Regionen des Ops-
ins. Die Bezeichnung i1{i3 markiert die intrazellul�aren Schleifen und e1{e3 kennzeichnet die extra-
zellul�aren Schleifen.

dass die Palmitylierung mit anschlie�ender Ausbildung einer vierten zytoplasmati-

schen Schleife keine Rolle spielt (Bentrop et al., 1997). Im C-terminalen Bereich

be�nden sich potenzielle Phosphorylierungsstellen (Zuker et al., 1985; O'Tousa

et al., 1985), die in dem topologischen Modell der Abb. 2.2 gekennzeichnet sind.

Der N-Terminus setzt sich, ausgehend von der Transmembrandom�ane e1, in den

extrazellul�aren Raum fort. Hier be�ndet sich eine Konsensussequenz f�ur eine N-

Glykosylierung (O'Tousa et al., 1985; Katanosaka et al., 1998). An die Opsin-

Komponente, deren Struktur und Besonderheiten zuvor beschrieben wurden, ist ko-

valent ein Chromophor gebunden. Bei den Vertebraten �ndet man 11-cis-Retinal und

imDipterenauge (Drosophila,Calliphora) handelt es sich um 11-cis-3-Hydroxyretinal

(Vogt, 1983; Vogt & Kirschfeld, 1984; O'Tousa et al., 1985). Der Chromo-
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phor ist an ein Lysinrest in der siebten Transmembranhelix gebunden und parallel

zur Membran angeordnet (�Ubersichtsartikel: Ovchinnikov et al. (1982); Har-

grave et al. (1983); Appelburry et al. (1986)). Durch Belichtung kommt es

zur Isomerisierung des Chromophors. Dabei wird das 11-cis-Retinal zu all-trans-

Retinal (im Vertebratenauge) beziehungsweise 11-cis-3-Hydroxyretinal zu all-trans-

3-Hydroxyretinal (im Dipterenauge) umgewandelt. Im Gegensatz zu den Vertebra-

ten, bei denen das Rhodopsin in seine beiden Untereinheiten Opsin und Chromophor

zerf�allt, kann im Dipterenauge eine direkte Regeneration des aktivierten Rhodopsins

(Metarhodopsin) durch erneute Belichtung erfolgen (Hamdorf et al., 1979; Paul-

sen, 1984; Blumenfeld et al., 1985).

Es wurden bisher sechs verschiedene Rhodopsine (Rh1-Rh6) isoliert und n�aher cha-

rakterisiert. Das Rh1-Rhodopsin wird in den Photorezeptorzellen R1{R6 (Scarvada

et al., 1983; O'Tousa et al., 1985; Zuker et al., 1985; De Couet et al., 1987)

und das Rh2 in den Ocelli exprimiert (Pollock & Benzer, 1988). Zwei wei-

tere Rhodopsine, das Rh3 und das Rh4, sind in verschiedenen Subtypen der R7-

Photorezeptorzellen nachgewiesen worden (Fryxell et al., 1987; Montell et al.,

1987; Zuker et al., 1987). Rh5 und Rh6 werden in verschiedenen Untergruppen der

R8-Photorezeptorzelle exprimiert (Huber et al., 1997; Chou et al., 1996). Dabei

wird die Expression des Rh5-Rhodopsins induziert, wenn in der R7-Zelle Rh3 ex-

primiert wird. Be�ndet sich hingegen Rh7 in den R7-Zellen, so wird in der R8-Zelle

das Rh6-Gen exprimiert.

Ein weiteres Homolog zu den sechs bekannten und n�aher charakterisierten Rhodopsi-

nen wurde durch die Sequenzierung des Drosophila-Genoms entdeckt (Rubin et al.,

2000) und als Rh7 bezeichnet. �Uber seine Funktion und den Ort seiner Expression

ist bisher noch nichts Genaueres bekannt.

Die Rhodopsine Rh1{Rh6 weisen potenzielle Phosphorylierungsstellen im C-terminal-

en Bereich auf (Abb. 2.3). Bei Rh1 von Drosophila melanogaster �ndet man sechs

potenzielle Aminos�auren, ein Threonin (Position 365) und f�unf Serine (Position 357,

10
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Rh1 HPKYRLALKEKCPCCVFGKVDDGK DAQ QA- A EAE KA----- 373

Rh2 HPKYRIVLKEKCPMCVFGN DEPKPDAPA D E EAD KA----- 349

Rh3 HPRYRMELQKRCPWLALNEKAPE AVA QEPQQ AA----- 383

Rh4 HPRYRLELQKRCPWLGVNEK GEI AQ - QEQQQ AA----- 378

Rh5 HPKYRLELERRLPWLGIREKHA G GGQE VA V GD LAL VQN 381

Rh6 HPKYKQVLREKMPCLACGKDDL D R QA AEI--- E QA----- 369

**.* * ...* . . . . *

SS S T S S

T S T TTS S

SS STSTT TT

S SS ST TT TT

TS TS S S S T S

TS S T T S S

C-terminaler Bereich

Abbildung 2.3: C-terminaler Bereiche der Drosophila-Rhodopsine Rh1{Rh6. Sterne (*)
kennzeichnen die Aminos�auren, die bei allen Opsinen konserviert sind, Punkte (.) kennzeichnen
Aminos�auren,die bei mindestens drei der sieben Fliegen-Opsine konserviert sind. Unterstrichene
Aminos�auren kennzeichnen die Phosphorylierungsstellen.

358, 362 und 371), die als Kandidaten f�ur die Phosphatbindung bei der lichtabh�angi-

gen Phosphorylierung des Sehfarbsto�es in Frage kommen. Bei den f�unf �ubrigen

Drosophila melanogaster -Rhodopsinen �ndet man ebenfalls potenzielle Phosphory-

lierungsstellen, deren Anzahl zwischen sechs und neun schwankt. So �ndet man bei

Rh2 vier Threonine (Position 327, 339, 341 und 342) und drei Serine (Position 337,

343, 347). Im C-terminalen Bereich des Rh3 sind f�unf Threonine (Position 371, 373,

374, 380 und 381) und vier Serine (Position 365, 366, 370 und 372) lokalisiert. Bei

Rh4 �ndet man f�unf Threonine (Position 367, 368, 369, 375 und 376) und vier Serine

(Position 358, 362, 363 und 366). Bei Rh5 gibt es drei Threonine (Position 357, 360,

374) und sechs Serine (Position 358, 361, 366, 369, 371 und 378). Im Rh6 sind drei

Threonine (Position 353, 358 und 361) und vier Serine (Position 354, 356, 365 und

367) im C-terminalen Bereich lokalisiert. Die Anzahl der potenziellen Phosphory-

lierungsstellen bei den verschiedenen Drosophila-Rhodopsinen liegt demnach nicht

konserviert vor.

2.4 Aktivierung der Signaltransduktionskaskade

Die Phototransduktionskaskade von Drosophila ist ein prototypisches Beispiel f�ur

einen G-Protein gekoppelten, PLC-vermittelten Signalweg (Zuker et al., 1996;

Montell, 1999; Paulsen et al., 2001a,b). Das durch die Absorption eines Licht-

11



2. EINLEITUNG

quanten aktivierte Rhodopsin (Metarhodopsin) koppelt an ein trimeres G-Protein

vom Gq-Typ (Blumenfeld et al., 1985; Bentrop & Paulsen, 1986; Devary et

al., 1987), welches dadurch aktiviert wird. Die G
�
-Untereinheit aktiviert daraufhin

eine Phospholipase C� (PLC) (Bloomquist et al., 1988; B�ahner et al., 2000). Die

PLC hydrolysiert das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in

die beiden Sto�e Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)(Devary et

al., 1987). Es ist postuliert worden, dass IP
3
Calcium aus internen Speichern frei-

setzt (Cook & Minke, 1999), w�ahrend DAG ein Aktivator einer augen-spezi�schen

Proteinkinase C ist (Huber et al., 1998) und des weiteren langkettige unges�attig-

te Fetts�auren generiert (Chyb et al., 1999). Die Aktivierung der PLC f�uhrt zur

�O�nung zweier Kation-selektiver Kan�ale (TRP und TRPL). Die resultierende La-

dungsverschiebung f�uhrt letztendlich zu einem depolarisierenden Rezeptorpotential.

2.5 Deaktivierung der Signaltransduktionskaskade

Wenn die Photorezeptorzelle auf wiederholte Reize erneut mit der �Anderung des

Rezeptorpotentials antworten soll, muss eine schnelle Abschaltung (Deaktivierung)

der Transduktionskaskade gew�ahrleistet sein. Hier soll n�aher auf die Inaktivierung

des mit dem G
�
-Protein interagierenden aktiven Zustandes des Rhodopsins, dem

Metarhodopsin, eingegangen werden. Auf die Belichtung von Rhodopsin und des-

sen Umwandlung in den aktiven Metarhodopsinzustand erfolgt die Bindung von

Arrestin2 an das Opsinmolek�ul (Bentrop et al., 1993). Arrestin2 bildet mit dem

Opsinmolek�ul einen stabilisierenden Komplex (Kiselev et al., 1994, 1997). Durch

diese Komplexbildung hemmt das Arrestin2 die Aktivierung der Transduktions-

kaskade (Ranganathan & Stevens, 1995). Die Umwandlung von Rhodopsin

zu Metarhodopsin l�ost au�erdem eine reversible Phosphorylierung des Sehfarbstof-

fes aus (Bentrop et al., 1993; Paulsen & Bentrop, 1984; Plangger et al.,

1994; Vin�os et al., 1997). Im Gegensatz zu den im Vertebratenrezeptor beschrie-

benen Mechanismen ist die Bindung von Arrestin2 an das Metarhodopsin nach

bisherigen, aus in vitro-Experimenten resultierenden, Erkenntnissen f�ur die Meta-
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Abbildung 2.4: Deaktivierung und Regeneration von Rhodopsin innerhalb der
Inositoltriphosphat-gesteuerten Sehkaskade. Einzelne Schritte des Kreislaufes sind im Text
erkl�art.

rhodopsinphosphorylierung nicht notwendig. Die Phosphorylierung erfolgt durch ei-

ne noch nicht n�aher charakterisierte Rhodopsinkinase (Bentrop et al., 1993).

Das nach der Belichtung an das Metarhodopsin gebundene Arrestin2 wird durch ei-

ne Kalzium/Calmodulin-abh�angige Proteinkinase II phosphoryliert (Matsumoto

et al., 1994; Calman et al., 1996). Das Metarhodopsin wird durch das Auftref-

fen eines Photons auf den Metarhodopsin-Arrestin-Komplex wieder in Rhodopsin

�uberf�uhrt, und das Arrestin wird freigesetzt. Das Rhodopsin kann nun durch eine

Phosphatase dephosphoryliert werden. F�ur Drosophila wird das Produkt des rdgC-

Gens als m�ogliche Rhodopsinphosphatase postuliert (Steele et al., 1992; Vin�os et

al., 1997). Damit steht das regenerierte Rhodopsin erneut der Phototransduktions-

kaskade zur Verf�ugung.
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2.6 Ziel der Arbeit

F�ur die Funktion der Phosphorylierung im C-terminalen Bereich des Drosophila-

Rhodopsins gibt es bisher erst einzelne Hinweise. So konnte gezeigt werden, dass ein

Rh1-Rhodopsin bei dem ein gro�er Teil des C-Terminus deletiert ist keinen Defekt in

der Antwort auf einen Reiz aufweist (Vin�os et al., 1997). Bei einer Mutante hingegen

bei der alle potenziellen Serin- und Threoninreste durch Einf�uhrung von Punktmu-

tationen durch ein Alanin ersetzt wurden, konnte ein Deaktivierungse�ekt nach-

gewiesen werden (Schillo, 2001). Demnach muss den C-terminalen Phosphory-

lierungsstellen eine gr�o�ere Rolle zukommen, als urspr�unglich gedacht. Aus Studi-

en an Wirbeltier-Rhodopsin und �-adrenergen Rezeptoren ist bekannt, dass einzel-

ne Phosphorylierungsstellen unterschiedliche Funktionen haben. Deshalb ist es von

gr�o�ter Wichtigkeit, die bei dem Drosophila-Rh1-Rhodopsin bisher erfolgten Unter-

suchungen der potenziellen Phosphorylierungsstellen im C-Terminus zu pr�azisieren,

indem jeweils nur einzelne Serin- oder Threoninreste durch ein Alanin ersetzt wer-

den. Mit Hilfe transformanter Drosophila sollen deshalb in dieser Arbeit folgende

Fragestellungen n�aher untersucht werden:

� Hat die Einf�uhrung von Mutationen im C-terminalen Bereich des Rh1 Aus-

wirkungen auf Stabilit�at, Prozessierung und Transport von Rhodopsin?

� Welche der potenziellen Phosphorylierungsstellen werden phosphoryliert? Gibt

es Hinweise auf eine multiple Phosphorylierung?

� Welchen Einuss hat die Phosphorylierung des aktivierten Rhodopsins auf die

Deaktivierung der Phototransduktionskaskade?

� Spielen die potenziellen Phosphorylierungsstellen eine Rolle bei der Interaktion

des Rhodopsins mit Arrestin?

� Welche Bedeutung haben die potenziellen Phosphorylierungsstellen bei Inter-

nalisierung/Degradation des Rezeptors?
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Zur Beantwortung dieser Fragen sollen gentechnische und biochemische Methoden

eingesetzt werden. Zun�achst sollen mittels P-Element vermittelter Keimbahntrans-

formation verschiedene mutagene Fliegenst�amme hergestellt werden, bei denen je-

weils eine der im C-terminalen Bereich des Rhodopsins vorkommenden Phosphory-

lierungsstellen gegen Alanin ersetzt wird. Mit Hilfe biochemischer Methoden soll

dann ein m�oglicher Einuss der eingef�uhrten Mutationen auf die Expression und

die Lokalisation des Rhodopins untersucht werden. Da f�ur die Phosphorylierung des

Rhodopsins Rh1 der Tauiege Drosophila melanogaster eine vorausgehende Interak-

tion mit Arrestin notwendig ist, sollen Bindungsstudien durchgef�uhrt werden. Des

weiteren soll mit Hilfe elektrophysiologischer Analysen dieser Mutanten der Einuss

einzelner Phosphorylierungsstellen auf die Signaltransduktion in vivo untersucht

werden.
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme, Kits

Alle verwendeten Chemikalien waren von h�ochster erh�altlicher Reinheit und wurden,

wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck, Roth oder Sigma bezogen.

Weitere Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Kits wurden von den

folgenden Firmen bezogen:

Amersham 
32P-ATP, Hybond-N +-Membranen

RNAguard

J.T.Baker Glukose

Biorad PVDF-Membranen

Difco Hefeextrakt, Bacto Trypton, Bacto Agar,

Skim Milk

Fluka Natriumacetat, Natriumhypochlorid-L�osung,

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Gibco-Invitrogen Low melting Agarose, 1kb DNA-Leiter,

Restriktionspu�er, Restriktionsenzyme,

10 kDa Protein-Leiter

Kodak R�ontgen�lm (X-OMAT-AR)

Promega CDP-Star

Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kit

Renner Einweg-Steril�lter (0,2�m, 0,45�m)
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Roche Molecular Alkalische Phosphatase

Biochemicals

Schleicher & Schuell Membran�lter (0,6�m, Durchmesser 47mm)

Serva Acrylamid, Ammoniumpersulfat (APS)

�-Mercaptoethanol

3-(N-Morpholino)propansulfons�aure (MOPS)

N,N,N�,N�-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Stratagene RNA Transcription Kit

World Precision Glaskapillaren aus Borosilikat

Instruments Inc. (Durchmesser 1,0 mm)

3.1.2 Kulturmedien

LB-Medium NaCl 5 g/l

Bacto Trypton 10 g/l

Hefeextrakt 5 g/l pH7, eingestellt mit NaOH

3.1.3 H�au�g verwendete Pu�er und Stamml�osungen

TE-Pu�er 10mM Tris/HCl pH8, 1mM EDTA

10x TBE-Pu�er 40mM Tris, 20mM Na-Acetat, 1mM EDTA,

pH7,4

Ladepu�er f�ur Agarose-Gele 0,1% Bromphenolblau,

30% Glycerin in TE-Pu�er

Pu�er f�ur 1 kb DNA-Leiter 1%SDS, 0,1%Bromphenolblau,

0,1MEDTApH8, 50%Glycerin

1 kb DNA-Leiter 10% 1kb Leiter-Stamml�osung (1�g/�l),

40% Pu�er, 50% A.bidest
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5x SDS-Probenpu�er 325mM Tris/HCl pH 6,8, 25 % SDS

1x SDS-Probenpu�er 65mM Tris/HCl pH 6,8, 5 % SDS

Ladepu�er f�ur SDS-PAGE 0,1% Bromphenolblau, 5% �-Mercaptoethanol

in 83% Glycerin

PBS 33 mM Phosphatpu�er (KH
2
PO

4
/Na

2
HPO

4
),

pH6,2, 100 mM NaCl

3.1.4 Bakterienst�amme und Vektoren

Stratagene pBluescriptIISK(+),E.coliXl1-Blue

3.1.5 Fliegenst�amme

Drosophila melanogaster

w Oregon R-Mutante:

Der Ph�anotyp dieser wei��augigen Mutante des Wildtyps Oregon R ist durch einen

Verlust der Farbpigmente in den Komplexaugen und den Ocelli des adulten Tieres

gekennzeichnet.

yw sr ninaEoI17-Mutante:

Diese Mutante zeichnet sich zus�atzlich zum Verlust der Farbpigmente im Komplex-

auge und den Ocelli durch das Fehlen des Rh1-Opsins aus, welches aufgrund einer

intragenischen Deletion nicht exprimiert wird. Des weiteren weist diese Mutante eine

gelbliche K�orperfarbe auf, die durch eine Mutation im yellow-Gen (y+) entsteht.

yw; rdgC306-Mutante:

Diese Mutante zeichnet sich durch Verlust der Farbpigmente und durch eine gelb-

liche K�orperfarbe aus, wie oben beschrieben wurde. Zus�atzlich exprimiert sie keine

Rhodopsinphosphatase.

yw; Sp/CyO; MKRS/TM2 :

Die Mutante wurde zum Balancen verwendet.
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w; pRh1-Rh2; ninaE -Mutante:

Die Expression des Rh2-Rhodopsins erfolgt unter dem Rh1-Promotor in der ninaE -

Mutante. Dies f�uhrt zu einer ektopischen Expression des Rh2-Rhodopsins in den

R1-R6 Zellen des Ommatidiums.

w; pRh1-Rh3; ninaE -Mutante:

Das Rh3-Rhodopsin wird unter dem Rh1-Promotor exprimiert.

w; pRh1-Rh4; ninaE -Mutante:

Die Expression des Rh4-Rhodopsins erfolgt unter dem Rh1-Promotor.

w; pRh1-Rh5; ninaE -Mutante:

Das Rh5-Rhodopsin wird unter dem Rh5-Promotor exprimiert.

w; pRh1-Rh6; ninaE -Mutante:

Das Rh6-Rhodopsin wird unter dem Rh6-Promotor exprimiert.

Alle Fliegen wurden auf einem carotinoidhaltigen Maismehlmedium gezogen und in

einem 12-Stunden-hell-12-Stunden-dunkel-Rhythmus bei 24 ÆC gehalten. Die Pr�apa-

ration, der f�ur die Experimente verwendeten Fliegen, erfolgte zwischen einem Tag

und zwei Wochen nach dem Schl�upfen. Bei einzelnen Versuchen wurde von dieser

Haltung der Fliegen abgewichen, worauf an entsprechender Stelle im Ergebnisteil

hingewiesen wird. Die Gr�unlichtexposition der Fliegen in einem Kasten aus Filter-

glas (maximale Transmission bei 500 nm, Transmission bei 460 nm 0%, Fa. Schott)

wurde in einem Abstand von 70 cm unter einer Leuchtsto�r�ohre (TDL 36W-1/25,

Fa. Philips) durchgef�uhrt.

3.1.6 Antiseren

F�ur Immunoblot-Analysen wurden folgende Antiseren in der angegebenen Verd�unnung

verwendet:
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Antik�orper Antigen
Antik�orper

erzeugt in

Ver-

d�unnung
Quelle

anti-Arr2 Arrestin2 vonCalliphora Kaninchen 1:1500 Schillo M.

anti-

Rh1(1.2.2)

Peptid Ile237-Ser367 des

Drosophila Rh1-Opsin
Kaninchen 1:500

Eurogentec

Seraing, Belgien

Tabelle 3.1: Antik�orper, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

3.1.7 Zusammensetzung der Konstrukte

Die zu injizierenden Konstrukte wurden im Rahmen der Diplomarbeit hergestellt

(Neu, 1998). Dabei war mit einem genomischen Rh1 -Klon eine gerichtete Muta-

genese mit dem Quick Change TM Site directed Mutagenesis Kit (Fa. Stratagene)

durchgef�uhrt worden. Unter Verwendung verschiedener Primer wurden einzelne Ko-

dons f�ur die Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich des Proteins so mu-

tiert, dass je eine Stelle f�ur Alanin anstelle des jeweiligen Serins bzw. des Threonins

kodiert. Die erhaltene, mutierte Rh1 -DNA wurde zur �Uberpr�ufung der Mutation

sequenziert. Die Umklonierung in den YC4-Vektor erfolgte �uber die Schnittstellen

SacI und XbaI (Abb. des Vektors siehe 4.3).

3.1.8 Software

Die Auswertung der Aufnahmen von Protein- und Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe

eines Geldokumentationssystems, das mit der Software BioCapt Version 99.02s f�ur

Windows 1998 (Fa. LTF Labortechnik) ausgestattet ist. Statistische Auswertungen

sowie das Erstellen von Eichkurven wurden mit dem Programm Microsoft Exel 97

durchgef�uhrt. Die meisten Abbildungen wurden mit Hilfe eines Flachbrettscanners

(JX 330, Fa. Sharp) digitalisiert und in Corel Photo Paint 9 (Fa. Corel), Photoshop

6 (Fa. Adobe) oder Corel Draw 9 (Fa. Corel) bearbeitet.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit eingesetzten Methoden wurden gr�o�tenteils entsprechend den

Angaben in Sambrook et al. (1989) durchgef�uhrt. Bei Verwendung spezieller Rea-

genzien wurde gem�a� den Angaben des Herstellers von den in Sambrook et al.

(1989) beschriebenen Protokollen abgewichen.

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das QIAprep-spin-Plasmid-Kit der Firma

Qiagen verwendet, wobei die einzelnen Schritte der Isolierung nach den Angaben

im Handbuch des Herstellers durchgef�uhrt wurden (QIAprep Miniprep Handbook,

Version 98). Als Ausgangsmaterial f�ur die Pr�aparationen dienten �Ubernachtkulturen

von Plasmid-tragenden E.coli XL1-Zellen in LB-Medium mit 75�g/ml Ampicillin

(5ml pro Pr�aparation). Die Elution von den Silica-S�aulen erfolgte mit je 100�l TE-

Pu�er pH7,4 beziehungsweise mit H
2
O. Zur Ermittlung der Konzentration und der

Reinheit der erhaltenen DNA-L�osung wurden photometrisch Me�werte bei 260 nm

und 280 nm genommen. Dabei entspricht eine Absorption von 1 einer Konzentration

an doppelstr�angiger DNA von 50�g/ml.

3.2.2 Verdau von doppelstr�angiger DNA durch Restriktionsenzyme

(Restriktionsverdau)

Der Verdau von Vektoren erfolgte in einem Volumen von 25�l (Restriktionsenzym

in der Konzentration von 1,5Units/�g DNA, 2,5�l des entsprechenden Restriktions-

enzympu�ers in A.bidest). Die Verdaue wurden f�ur 3{4 Stunden bei 37 ÆC inkubiert.

3.2.3 Reinigung und F�allung von DNA nach Restriktionsverdau

Zur Extraktion der Proteine wurden die Reaktionsans�atze mit je einem Volumen

Phenol (�aquilibriert mit TE-Pu�er) ausgesch�uttelt und zentrifugiert (15800 x g,

5 Minuten). Die w�assrige Phase wurde darauf mit einem Volumen Phenol/Chloro-

form (1 : 1) ausgesch�uttelt und abzentrifugiert. Durch Zugabe von 1/10 Volumen
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3M Na-Acetat pH5,2 und 2 Volumen 96%igem Ethanol f�ur 1 Stunde bei -80 ÆC

wurde die DNA gef�allt und dann abzentrifugiert (15800 x g, 10 Minuten). Das Pellet

wurde in 70% Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in TE-Pu�er pH7,4

gel�ost.

3.2.4 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch

Agarose-Gelelektrophorese

Die verwendeten Gele bestanden aus 0,8% Agarose in TAE-Pu�er (40mM Tris-

Acetat, 1mM EDTA pH7,4), denen jeweils Ethidiumbromid (0,5�g/ml) zugesetzt

wurde. Als Gelapparatur wurden Flachbett-Elektrophoresekammern (Fa. Pharma-

cia) verwendet. Die aufzutragende Probe wurde mit 1/10 Volumen Auftragepu�er

versetzt. Als Gr�o�enstandard diente eine 1 kb DNA Leiter der Fa. Gibco.

3.2.5 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Fliegenk�opfen wurden 100 Fliegenk�opfe auf Eis

pr�apariert. Jeweils 50 Fliegenk�opfe wurden in 50�l TRIZOL gesammelt. Diese Flie-

genk�opfe wurden mit einem Stempel homogenisiert, worauf die beiden Homogenate

vereinigt wurden. Die weiteren Schritte erfolgten nach der Anleitung des Herstellers

(Instructions for RNA Isolation with TRIZOL, Fa. Gibco). Die gewonnene RNA

wurde in 50�l RNAse-freiem A.bidest resuspendiert.

3.2.6 Herstellung der Digoxigenin-gekoppelten cRNA-Sonde

Zur Herstellung der Digoxigenin-gekoppelten cRNA-Sonde zum Nachweis der Rh1-

bzw. Actin-Expression wurde eine in vitro Transkription durchgef�uhrt. Dazu wurden

jeweils DNA-Fragmente des Rh1 -Gens, welches in den pBlueskriptIIKS(+)-Vektor

kloniert war und des Actin-Gens, das in den pBlueskriptIISK(+) kloniert war, ver-

wendet. Im pBlueskriptSK/KS(+)-Vektor ist es m�oglich, von einem einklonierten

Genfragment den einen DNA-Strang mit T3- den anderen mit T7-Polymerase zu

transkribieren. Je nach Klonierung des DNA-Fragments wird
"
sense\ bzw.

"
antisense\

cRNA transkribiert. Zur Herstellung der
"
antisense\ cRNA wurde f�ur das Rh1 -
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Genfragment die T7-Polymerase eingesetzt und f�ur das Actin-Genfragment wurde

die T3-Polymerase eingesetzt. Vor der Transkription wurde der Vektor linearisiert,

damit
"
run o�\-Transkripte entstehen.

"
Round circle\-Transkripte, die entstehen,

wenn der Vektor nicht linearisiert vorliegt, enthalten neben der Sequenz des DNA-

Fragments auch die Vektorsequenz. Die Linearisierung wurde mit einem Enzym, das

einen 5'-�Uberhang erzeugt und dem gew�unschten Promotor gegen�uberliegt, durch-

gef�uhrt. Die Linearisierung erfolgte f�ur den das Rh1 -Genfragment enthaltenden Vek-

tor mit Sal-R1 und f�ur den das Actin-Genfragment enthaltenden Vektor mit BamHI.

Ein Transkriptionsansatz enthielt jeweils 1�g linearisierte DNA, 40mM Tris-HCl

pH8, 8mM MgCl2, 2mM Spermidin, 50mM NaCl, 1mM ATP, 1mM CTP, 1mM

GTP, 0,65mM TTP, 0,35mM DIG-11-UTP (Fa. Stratagene), 30mM DTT, 1,2U/�l

RNAguard (Amersham Pharmacia Biotech), 0,4U/�l der entsprechenden Polyme-

rase (Fa. Stratagene). Der Ansatz wurde f�ur 2 Stunden bei 37 ÆC inkubiert. Durch

Zugabe von 2,5�l 0,2 M EDTA und 2,4 �l 4M LiCl wurde die Reaktion beendet, die

cRNA gef�allt, mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100�l DEPC behan-

deltem A.bidest aufgenommen. Um zu �uberpr�ufen, ob die Transkription erfolgreich

war, wurden 5�l cRNA auf ein 1% Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetragen.

3.2.7 Northern Blot

Die gelelektrophoretische Auftrennung der RNA wurde unter Zuhilfenahme von

denaturierenden Agarose-Gelen (1% Agarose, 2% Formaldehyd in MOPS-Pu�er

(20mM MOPS pH7, 8mM Na-Acetat, 1mM EDTA, pH8, DEPC behandelt) nach

Fourney et al. (1989) erreicht. 1-3�g der isolierten Gesamt-RNA wurden mit 15 �l

Probenpu�er (50% Formamid, 6% Formaldehyd, 6% Glycerin, 0,5% Bromphenol-

blau in MOPS-Pu�er) und 1�l Ethidiumbromid (1�g/�l) versetzt und f�ur 15 Mi-

nuten bei 65 ÆC inkubiert. MOPS-Pu�er diente als Elektrodenpu�er f�ur die Elek-

trophorese. 3�l einer RNA-Leiter (Fa. Gibco Invitrogen) wurden als Eichmarker

eingesetzt, die vor dem Auftrag wie die Proben behandelt wurden. Die Elektropho-

rese wurde bei kontant 60 Volt durchgef�uhrt. Nach der Elektrophorese wurde das
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Gel 2 x 10 Minuten in DEPC behandeltem A.bidest gewaschen und anschlie�end

f�ur 2 x 20 Minuten in DEPC behandeltem 20x SSC (3M NaCl, 300mM Na-Citrat,

pH7) gewaschen. Die RNA wurde daraufhin unter zu Hilfenahme einer Druckblot-

Apparatur (Posi-Blot, Fa. Stratagene) auf eine Hybond-N+-Membran transferiert.

Als Blotpu�er wurde 20x SSC verwendet. Die Durchf�uhrung erfolgte nach Anlei-

tung des Herstellers. Abschlie�end wurde die RNA durch Bestrahlung mit UV-Licht

(0,45 J/cm2) an die Membran �xiert.

Die Pr�ahybridisierung erfolgte mit 5x SSC, 40% Formamid, 3,5% Blockingreagenz

(Fa. Roche Molecular Biochemicals), 0,02% SDS, 0,1% Na-Laurylsarcosinat (50ml

L�osung/100 cm2) f�ur 2,5 Stunden bei 68 ÆC unter Sch�utteln. F�ur die Hybridisie-

rung wurden 3�l cRNA-Sonde mit 3ml Pr�ahybridisierungsl�osung versetzt und 10

Minuten bei 100 ÆC denaturiert. Die Blot-Membran wurde �uber Nacht bei 68 ÆC

unter Sch�utteln in der Hybridisierungsl�osung inkubiert und anschlie�end f�ur 2 x

10 Minuten in 2x SSC, 0,1% SDS bei Raumtemperatur und 2 x 20 Minuten in

0,1x SSC, 0,1% SDS bei 71 ÆC unter Sch�utteln gewaschen. Die Detektion hybri-

disierter, Digoxigenin-markierter cRNA-Sonde erfolgte mit Hilfe Alkalischer Phos-

phatase konjugierten anti-Digoxigenin-Antik�orpern (Fa. Roche Molecular Bioche-

micals). Die Membranen wurden dazu f�ur 1{3 Minuten in Maleins�aurepu�er (150

mM NaCl, 100mM Maleins�aure, pH 7,5) �aquilibriert und anschlie�end f�ur 30 Mi-

nuten in 1% Blocking-L�osung (Fa. Roche Molecular Biochemicals) in Maleins�aure-

pu�er zur Blockierung unspezi�scher Bindungsstellen inkubiert. Die Bindung des

anti-Digoxigenin-Antik�orper (1 : 20000 in Blockierungspu�er verd�unnt) erfolgte f�ur

30 Minuten in 25ml/100 cm2 Antik�orperl�osung. Nach 3 x 10 Minuten Waschen in

Maleins�aurepu�er mit 0,3% Tween 20, wurde die Membran in 100mM Tris-HCl

pH9,5 und 100mM NaCl �aquilibriert, bevor sie f�ur weitere 5 Minuten in einem

luminiszierenden Phosphatase-Substrat (CDP-StarTM, Fa. Promega, 1 : 100 in �Aqui-

librierungspu�er verd�unnt) im Dunkeln inkubiert wurde. Nach Abtupfen der �uber-

�ussigen Fl�ussigkeit wurde die feuchte Membran in Frischhaltefolie eingeschwei�t
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und in eine Autoradiographiekasette gelegt. Nach 1 Stunde, in der sich die Lumi-

neszenz entwickelt hatte, wurde ein R�ontgen�lm (Kodak X-OMAT-AR) aufgelegt.

Der Film wurde je nach St�arke des Signals f�ur 10 Sekunden bis 2 Minuten exponiert

und anschlie�end entwickelt.

3.3 Herstellung transgener Fliegen

Die Herstellung transgener Fliegen erfolgte mit Hilfe der P-Element vermittelten

Keimbahntransformation. Dabei macht man sich das imDrosophila-Genom nat�urlich

vorkommende P-Element zunutze. Es setzt sich aus zwei gleichartigen Transposase-

Erkennungssequenzen zusammen, die ein Transposase-Gen umschlie�en. Die Trans-

posase, bei der es sich um ein Enzym handelt, ist in der Lage, das P-Element anhand

der Erkennungssequenzen zu identi�zieren, dieses aus der DNA auszuschneiden und

an einer anderen Stelle wieder im Genom zu integrieren. Um das gew�unschte Kon-

strukt �uber P-Element vermittelte Keimbahntransformation in das Genom einbrin-

gen zu k�onnen, wird das Konstrukt in einen P-Element-Vektor kloniert. Dieser tr�agt,

ankierend von der Klonierungsstelle, die Transposase-Erkennungssequenz. Zusam-

men mit diesem P-Element-Vektor wird ein sogenanntes Helfer-Plasmid injiziert,

welches das Transposase-Gen enth�alt. Die Injektion erfolgt inDrosophila-Embryonen

des pr�ablastodermalen Stadiums, die eine De�zienz des P-Elementes aufweisen. Nach

der Injektion wird die Transposase exprimiert, worauf das Konstrukt aus dem P-

Element herausgeschnitten wird und an einer beliebigen Stelle in der genomischen

DNA integriert wird. Da das Transposase-Gen selber nicht im Genom integriert wer-

den kann, erfolgt nach kurzer Zeit ein Abbau der Helfer-Plasmid-DNA. Das Enzym

kann nicht mehr exprimiert werden, und somit wird eine Transposition des inte-

grierten Konstruktes zu einem sp�ateren Zeitpunkt verhindert. Wie zuvor erw�ahnt,

wird das Konstrukt in Embryonen injiziert, die sich im pr�ablastodermalen Stadium

be�nden. W�ahrend dieses Stadiums haben sich im Embryo noch keine Zellgrenzen

ausgebildet, aber die DNA f�ur die Zellen wurde repliziert. Die Injektion der DNA

erfolgt am posterioren Ende des Embryo, da sich hier die Vorl�aufer der Keimbahn-
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zellen bilden werden. Um �uberpr�ufen zu k�onnen, ob die Transformation erfolgreich

war, wird mit dem Konstrukt zusammen ein Markergen transformiert. Der in dieser

Arbeit verwendete P-Element-Vektor (YC4) tr�agt als Markergen das yellow -Gen.

Die Expression dieses Gens f�uhrt bei Wildtyp-Fliegen zur braunen K�orperfarbe. Die

Injektion des Konstruktes erfolgte in einen Fliegenstamm, bei dem das yellow -Gen

endogen deletiert ist. Die Fliegen zeigen daher eine gelbe K�orperfarbe. Bei einer er-

folgreichen Integration des injizierten Konstruktes in die Keimbahnzellen weist die

nachfolgende Fliegengeneration die Wildtyp-K�orperfarbe auf, so dass die transgenen

Tiere leicht zu identi�zieren sind.

3.3.1 Herstellung der Injektionsl�osung

F�ur die Herstellung der Injektionsl�osung wurden 100�g der DNA des zu injizieren-

den Konstruktes verwendet. Diese war zuvor mit Hilfe des QIAprep-Spin-Plasmid-

Kits (Fa. Qiagen) gewonnen worden. Des weiteren wurden 30�g Helfer-Plasmid1 zu-

gesetzt. Die DNA wurde nach Zugabe von 1/10 Volumen 3M NaAc und 3 Volumen

100 % Ethanol f�ur eine Stunde bei -80 ÆC gef�allt. Nach einer 10 min Zentrifugati-

on bei 15800 x g bei 4 ÆC wurde das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und

erneut zentrifugiert (15800 x g, 10min, 4 ÆC). Abschlie�end wurde das Pellet f�ur

zwei Minuten im Vakuum getrocknet, in 100�l A.bidest gel�ost und dann bei -80 ÆC

aufbewahrt. Unmittelbar vor der Injektion wurde die DNA-L�osung nochmals zentri-

fugiert, um gr�o�ere Partikel zu entfernen, die sonst zu einer schnellen Verstopfung

der Injektionsnadel f�uhren.

3.3.2 Injektion des Konstruktes in Drosophila-Embryonen

Zur Injektion des Konstruktes in Embryonen wurden die Eier direkt nach der Ablage

gesammelt. Hierzu wurden etwa 4000 zwischen 2-8 Tage alte Fliegen 1-2 Tage vor

der Injektion in eine Eiablage-Box gesetzt und an einen 12-Stunden-hell-12-Stunden-

1Das Helfer-Plasmid, ein T2-Helper, wurde von Prof. Dr. Ernst Hafen von der Universit�at Z�urich
(Schweiz) zur Verf�ugung gestellt.
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dunkel-Rhythmus gew�ohnt. Zur Erh�ohung der Eierproduktion wurde die Eiablage-

Box mit einer mit Frisch-Hefe bestrichenen Apfelsaftagarplatte2 verschlossen. Am

Injektionstag wurde die Apfelsaftagarplatte in einem halbst�undigen Rhythmus ge-

wechselt. Die auf der Platte abgelegten Eier wurden mit Natriumhypochloridl�osung

(6,5% in A.bidest, Fa. Fluka) f�ur 30 Sekunden dechorioniert. Darauf wurden die sich

in der L�osung be�ndenden Eier auf eine Membran (Fa. Schleicher & Schuell) ab-

genutscht und f�ur 30 Sekunden mit Leitungswasser gesp�ult. Die Eier wurden unter

dem Binocular mit Hilfe eines feinen Pinsels auf der Membran in einer Linie auf-

gereiht, so dass die posterioren Enden der Eier in die gleiche Richtung zeigten. Die

so aufgereihten Eier wurden mit einem Objekttr�ager aufgenommen, dessen L�angs-

seite zuvor mit einer Klebel�osung3 bestrichen worden war. Die Embryonen wurden

in einem konstanten W�armestrom (30 ÆC, 6{7 Minuten) mit Hilfe des
"
Air Therm\

(Fa. World Precision Instrumens) angetrocknet, um eine Injektion von Fl�ussigkeit in

die Embryonen zu erm�oglichen, ohne diese zum Platzen zu bringen. Die Embryonen

wurden anschlie�end mit �Ol �uberschichtet (Voltalef Oil 10S, Fa. Prolabo), um ein

weiteres Austrocknen zu verhindern.

Die Injektion erfolgte mit Hilfe des Mikroinjektors 5242 (Fa. Eppendorf) unter op-

tischer Kontrolle an einem Invert-Mikroskop (Axiovert 35, Fa. Zeiss). Durch einen

optimierten Pressdruck wurde die DNA-L�osung aus der verwendeten Nadel (sterile

Femtotips II, Fa. Eppendorf) in das posteriore Ende der Embryonen injiziert. Eier,

die das pr�ablastodermale Stadium schon �uberschritten hatten, wurden mittels der

Nadel zerst�ort. Die Objekttr�ager mit den Embryonen wurden bei 18 ÆC f�ur 48 Stun-

den in einer feuchten Kammer aufbewahrt, bis alle L1-Larven geschl�upft waren.

Die L1-Larven wurden mit einer feinen Nadel in futterhaltige Gef�a�e �ubertragen, in

2Zur Herstellung der Apfelsaftagarplatten werden 3% Agar zusammen mit 0,167% Zucker in
A.bidest autoklaviert. Nach Abk�uhlung auf circa 60 ÆC wird die L�osung mit 1/3 Volumen Apfelsaft
und 0,1% Nipagin versetzt und in Petrischalen gegossen.

3Eine halbe Rolle Scotch-Klebeband wurde in 50ml n-Heptan gel�ost. Mit der L�osung wurde ein
Objektr�ager beschichtet, der nach Abdampfen des n-Heptans verwendet werden kann.
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dem die weitere Aufzucht bei 24 ÆC erfolgte. Die in diesen Zuchtgef�assen geschl�upf-

ten Fliegen wurden als Jungfrauen abgesammelt. Die Fliegen wurden einzeln in ein

Zuchtgef�a� gesetzt und mit jeweils einer Fliege des Ausgangsstammes verpaart. Die

Nachkommen, die das Konstrukt in die DNA ihrer Keimbahnzellen integriert hatten,

wiesen eine �Anderung ihrer K�orperfarbe auf und konnten �uber diese erkannt und

aussortiert werden. Diese als transgen identi�zierten Fliegen wurden wiederum mit

Fliegen des Ausgangsstammes verpaart, um sie zu vermehren. Da die Nachkommen

dieser Fliegen nur ein Allel des Transgens aufweisen, wurden diese homozygot f�ur das

Transgen gekreuzt. Hierf�ur wurde der Stamm yw;Sp/CyO;MKRS/TM2 verwendet,

der ein Markergen f�ur jedes Chromosom tr�agt.

3.4 Pr�aparation biologischen Materials

Die nachfolgenden beschriebenen Pr�aparationen wurden auf Eis und unter Rot-

licht (Kaltlichtquelle KL 1500, Filterglas RG630 (Fa. Schott)) durchgef�uhrt. Die in

einigen Versuchen durchgef�uhrte Blaubelichtung erfolgte ebenfalls mit einer Kalt-

lichtquelle KL 1500 der Fa. Schott mit dem Schott Filterglas BG 12. Durch die

Blaubelichtung kommt es zu einer Umwandlung von Rhodopsin in Metarhodopsin

bis hin zu einem photostation�aren Gleichgewicht. Hierbei betr�agt der maximale Ge-

halt an Metarhodopsin 69% des Gesamtsehfarbsto�es. Zur Vereinfachung werden

folgende Abk�urzungen verwendet:

P: Rhodopsin in inaktiver Form

M: Metarhodopsin, nach Aktivierung des Rhodopsins durch Blaubelichtung

P-Membran: Rotlicht-adaptierte Membranen, 100% des Rhodopsins in P-Form

M-Membran: Blaulicht-adaptierte Membranen, 69% des Rhodopsins in M-Form

3.4.1 Pr�aparation von Membranextrakten aus

K�opfen von Drosophila

Die Drosophila-K�opfe wurden mittels einer gebogenen Dumont-Pinzette vom Rumpf

der Fliege getrennt. Die in PBS pH6,2 gesammelten K�opfe wurden mit einem
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Plastikstempel f�ur 30 Sekunden homogenisiert. Das Homogenat wurde darauf bei

15800 x g, f�ur 10 Minuten bei 4 ÆC zentrifugiert. Der �Uberstand wurde verworfen

und das Pellet nach einer zweimin�utigen Trockenzentrifugation (15800 x g, 4 ÆC)

in 1x SDS-Probenpu�er extrahiert (1�l pro Kopf). Das SDS-Extrakt wurde dann

f�ur 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Daraufhin wurde es erneut zentrifugiert

(15800 x g, 10 Minuten, 4 ÆC) und der �Uberstand bis zur weiteren Verwendung bei

-80 ÆC eingeforen.

3.4.2 Herstellung von Augen-Kappen-Pr�aparaten sowie

Pr�aparation der entsprechenden Membranextrakte

F�ur die Herstellung der Augen-Kappen-Pr�aparate wurde der Kopf einer Drosophi-

la mit einer gebogenen Dumont-Pinzette vom Rumpf abgetrennt. Die Komplexau-

gen wurden daraufhin mit einer scharfen Rasierklinge vom Kopf abgeschnitten. Die

Augen-Kappen wurden in PBS pH6,2 mit PMSF (10 mM) (2�l pro Kopf), zur

Trennung der zytosolischen Proteine von den Membranproteinen oder in 1x SDS-

Probenpu�er (2�l pro Kopf), zur Isolierung der Gesamtproteine aus Augen gesam-

melt. Die Isolierung erfolgte wie unter Abschnitt 3.4.1 beschrieben.

3.5 Zytologische und morphologische Methoden

3.5.1 Nachweis der Pseudopupille durch Rettung der Rh1-Null-Mutante

vor der retinalen Degeneration

Die Pseudopupille wurde nachgewiesen, um zu zeigen, dass die Rh1-Null-Mutante

durch Integration des Rh1 -Gens in die genomische DNA vor einer retinalen Degene-

ration bewahrt werden kann. Hierzu wurden 3 Tage alte Drosophila-Fliegen verwen-

det, die zuvor im Dunkeln aufgezogen und gehalten worden waren. Die Pr�asenz der

Pseudopupille wurde an einem Stereomikroskop (Stemi 2000, Fa. Zeiss) kontrolliert.

3.5.2 Ultrastrukturelle Lokalisation des Rh1 Rhodopsins

Die korrekte Lokalisierung des Rh1 Rhodopsins der verschiedenen mutierten Rh1

Phosphorylierungs-Mutanten in den Rhabdomeren wurde durch Immunmarkierung
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mit anti-DmRh1-Antik�orpern auf elektronenmikroskopischer Ebene nachgewiesen.

Die chemische Fixierung der Drosophila-Fliegenk�opfe erfolgte in 0,1% Glutaralde-

hyd, 3% Paraformaldehyd in 0,1M Na-Phosphatpu�er, pH7,2 f�ur 1 Stunde bei

Raumtemperatur und anschlie�end f�ur 2 Stunden bei 4 ÆC. Nach einem einmaligen

Waschen in 0,1M Na-Phosphatpu�er pH7,2 wurden die Pr�aparate in einer auf-

steigenden Ethanolreihe entw�assert. Danach wurden die K�opfe f�ur jeweils 1 Stunde

in 30%, 50% und 70% ethanolischer LR-White-L�osung (Fa. Mikrotechnik EM)

in�ltriert und �uber Nacht in 100% Einbettmedium inkubiert. Die Aush�artung in

Gelatinekapseln erfolgte bei 4 ÆC unter UV-Licht f�ur 2-3 Tage.

Die Immunogoldmarkierung der Ultrad�unnschnitte erfolgte nach Bentrop et al.

(1997). Der prim�are Antik�orper anti-DmRh1 wurde in einer 1 : 20 Verd�unnung ver-

wendet. Der sekund�are goldmarkierte Antik�orper GAR (
"
Goat Anti Rabbit\, Fa.

Nanoprobes) wurde in einer 1 : 150 Verd�unnung eingesetzt. Die Silberverst�arkung

wurde nach (Danscher et al., 1981) durchgef�uhrt und die Schnittkontrastierung

erfolgte f�ur 5 Minuten in 2% Uranylacetat. F�ur die elektronenmikroskopische Aus-

wertung der Pr�aparate wurde ein Elektronenmikroskop der Fa. Zeiss (Leo EM 912
)

eingesetzt.

3.6 Biochemische, elektrophysiologische und

spektralphotometrische Methoden

3.6.1 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinextrakten nach der Gr�o�e der Proteine wurde mit Hilfe

der SDS-PAGE, einer vertikalen Flachbettgelelektrophorese, durchgef�uhrt. Es wurde

ein diskontinuierliches Pu�ersystem (Sammelgelpu�er pH6,8, Trenngelpu�er pH8,8,

Laufpu�er pH8,3) verwendet. Die eingesetzten Gele bestanden aus einem Trenngel

mit 12%iger Acrylamidkonzentration und einem Sammelgel mit 6%iger Acrylamid-

konzentration. Die Trenngele wurden nach dem Gie�en mit Ethanol �uberschichtet

und f�ur 15{20 Minuten bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Nach Entfernen des
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Ethanols und Einsetzten eines Kammes wurde das Trenngel mit dem Sammelgel

�uberschichtet und f�ur ebenfalls 15{20 Minuten auspolymerisiert. Die Mischung der

Gele wurde nach folgendem Ansatz durchgef�uhrt:

� Trenngel: 12% Acrylamid, 0,3% Bisacrylamid, 0,375M Tris/Cl pH8,8, 0,1%

SDS, 0,05% APS, 0,075% TEMED;

� Sammelgel: 6% Acrylamid, 0,15% Bisacrylamid, 0,125M Tris/Cl pH6,8, 0,1%

SDS, 0,05% APS, 0,075% TEMED

Die Dicke der Gele betrug 0,75mm, die Trenndistanz belief sich auf circa 5 cm und

die Lau�ange durch das Sammelgel etwa 0,5 cm. Die Elektrophorese wurde mit der

Elektrophorese-Einheit der Fa. Pharmacia (2050 Midget) unternommen.

Vor dem Probenauftrag wurde der Proteinextrakt mit 1/5 Volumen 5x Probenpu�er

f�ur SDS-PAGE und 1/5 Volumen Ladepu�er f�ur SDS-PAGE versetzt. Nach dem

Auftrag der Proben wurde die Elektrophorese mit einer konstanten Stromst�arke von

20mA bei Raumtemperatur durchgef�uhrt, bis die Bromphenolblaufront den untern

Rand des Trenngels erreichte.

Danach wurden die Gele der Elektrophoreseapparatur entnommen und f�ur 20{30

Minuten in Coomassie-F�arbel�osung (0,2% Serva Blue R, 50% Methanol, 10% Es-

sigs�aure) inkubiert. Daran schloss sich eine 1{12 st�undige Entf�arbung in 10% Me-

thanol und 20% Essigs�aure in A. bidest an. Die Gele wurden abschlie�end mit dem

"
BioCapt\ Geldokumentationssystem (Fa. LTF Labortechnik) ausgewertet.

3.6.2 Western Blot

Nach Auftrennung der Proteine mittels der SDS-PAGE wurden diese im elektri-

schen Feld mit einer Semi-Dry-Blotapparatur (Trans Blot SD Cell, Fa. BioRad) von

dem Acrylamidgel auf eine Polyvinylidendiuorid-Membran (PVDF-Membran, Fa.

BioRad) transferiert. Dazu wurden das Gel und die Membran 5 Minuten in Boltpuf-

fer (40mM Tris/Cl pH8,0, 20% Methanol, 0,1% SDS) �aquilibriert. Die Membran

wurde zuvor mit reinem Methanol benetzt. Der Aufbau des Blotsandwiches wurde
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gem�a� den Angaben des Herstellers durchgef�uhrt. Der Blot wurde f�ur 65 Minuten

bei einer konstanten Stromst�arke von 1mA/cm2 durchgef�uhrt. Nach dem Elektro-

blot wurde die Membran f�ur eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierungsl�osung

(5% Skim Milk in TBS (50mM Tris/Cl pH7,3, 150mM NaCl)) inkubiert, um die

unspezi�schen Bindungsstellen zu blockieren. Anschlie�end erfolgte eine �Ubernacht-

Inkubation mit dem prim�aren Antik�orper in 5ml Blockierungsl�osung. Die verschie-

denen Antik�orper wurden hierbei in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt,

welche in Abschnitt 3.1.6 angegeben sind. Nach dreimaligen Waschen f�ur jeweils 10

Minuten bei Raumtemperatur in 20ml TBS wurde die Membran f�ur 1 Stunde mit

Protein A/Alkalische Phosphatase-Konjugat in einer Verd�unnung 1 : 1000 inkubiert.

Nach erneutem dreimaligen Waschen der Membran und anschlie�ender �Aquilibrie-

rung in 50ml �Aquilibierungspu�er (0,1M Na
2
CO

3
pH9,6, 10 mMMgCl

2
) erfolgte die

Detektion durch Zugabe von NBT und BCIP (0,03% NBT, 0,15% BICP in �Aquili-

brierungsl�osung). Die Reaktion wurde nach Erreichen der gew�unschten F�arbeinten-

sit�at durch Waschen des Blotes in A.bidest gestoppt.

Zur Detektion geringer Proteinmengen wurde eine emp�ndlichere Detektionsmetho-

de verwendet. Hierzu wurde nach der Inkubation mit der Alkalischen Phosphatase

und dem dreimaligen Waschen des Blots wie folgt verfahren: Nach der �Aquilibrie-

rung des Blots in 50ml 100mM Tris pH9,5/100mM NaCl f�ur 2 Minuten, wurde der

Blot f�ur 5 min mit CDP-Star (1 : 50 verd�unnt in �Aquilibrierunsl�osung) inkubiert und

anschlie�end zwischen zwei Filterpapieren kurz getrocknet. Anschlie�end wurde der

Blot in Frischhaltefolie eingeschwei�t und f�ur 30{60 Minuten zum Ruhen ins Dunkel

gelegt. Die Detektion der Chemielumineszenz erfolgte mit Hilfe von R�ontgen�lmen

(X-OMAT AR, Fa. Kodak), welche zwischen 20 Sekunden und 2 Minuten exponiert

wurden.

3.6.3 F�arbung von PVDF-Membranen mit Amidoschwarz

Um Proteinmuster auf der PVDF-Membran sichtbar zu machen, wurden die Mem-

bran nach dem Elektrotransfer f�ur 1 Minute in 0,1% Amidoschwarz, 45% Methanol,
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10% Essigs�aure angef�arbt. Anschlie�end wurde die Membran 5 Minuten in 25% Me-

thanol, 10% Essigs�aure gelegt, um die Hintergrundf�arbung zu entfernen.

3.6.4 Proteinphosphorylierung in Augenhomogenaten zumNachweis der

Rh1-Opsin-Phosphorylierung

Augen-Kappen-Pr�aparate von 50 Drosophila-K�opfen wurden im Rot-Licht f�ur 30

Sekunden mit einem Plastik-Stempel in 22�l HBS, pH 6,2 (5mM Hepes, 115mM

NaCl, 2mM MgCl2, 2mM KCl, 1 mMDTT, 1mM PMSF) homogenisiert. Nach der

Abnahme des Homogenates ohne Chitinteile zu �uberf�uhren, wurden 22�l Phospho-

rylierungsmix (0,55�Ci/�l -32P-ATP (10�Ci/�l, >5000 Ci/mmol), 2,5mM ATP,

1mM Ouabain, 5�M NaVO3 in HBS, pH6,2) zugesetzt, worauf eine Aufteilung in

zwei 18�l-Aliquots erfolgte. Ein Aliquot wurde f�ur 4 Minuten rot (P), das andere f�ur

4 Minuten blau (M)belichtet. Beide Proben wurden anschlie�end f�ur 15 Minuten bei

Raumtemperatur in einer Dunkeldose unter Sch�utteln inkubiert. Nach Zugabe von

1ml Stoppl�osung (0,1M EDTA in HBS) wurden die Proben zentrifugiert (15800 x g,

3 Minuten, 4 ÆC). Um das jeweilige Pellet zu waschen, wurde es in 1 ml HBS, pH6,2

resuspendiert und anschlie�end zentrifugiert (15800 x g, 1 Minute, 4 ÆC). Nach Ab-

nahme des �Uberstandes wurden die Pellets in jeweils 10�l 1x SDS-Probenpu�er

extrahiert. Die Proben wurden mittels der SDS-PAGE aufgetrennt und die in die

Proteine eingebauten Phosphatreste detektiert. Hierzu wurde ein Bio-Imaging Ana-

lyzer (BAS1000 MacBAS, Fa. Fuji Photo Film) entsprechend der Anleitung des

Herstellers (Operation Manual) verwendet.

Zur �Uberpr�ufung der jeweils eingesetzten Phosphatmenge wurden 10�l der Stopp-

l�osung abgenommen und mit 10ml Szintillations�ussigkeit versetzt. Die enthaltene

Radioaktivit�at wurde dann am Szintillator gemessen.

Zum Nachweis der pro Probe eingesetzten Opsinmenge wurde 1�l des SDS-Extraktes

abgenommen. Es erfolgte eine Auftrennung durch die SDS-PAGE und ein Transfer

auf eine PVDF-Membran. Der Opsingehalt wurde nachfolgend mittels eines anti-

DmRh1-Antiserums nachgewiesen.
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3.6.5 Proteinphosphorylierung in Augenhomogenaten zum Nachweis der

Rh2-Rh6-Opsin-Phosphorylierung

F�ur den Nachweis der Opsinphosphorylierung der ektopisch exprimierten Opsine

Rh2{Rh6 wurde die Vorgehensweise des Abschnittes 3.6.4 angewandt. Einige �Ande-

rungen ergaben sich in der Handhabung der Fliegen und der hergestellten Mem-

branextrakte, da sich die Rhodopsine Rh2{Rh6 in ihren Absorptionseigenschaften

untereinander und zum Rh1-Rhodopsin unterscheiden. So weisen sie unterschied-

liche Absorptionsmaxima auf. Das Rh1-Rhodopsin zeigt ein Absorptionsmaximum

bei 480 nm und das Rh2-Rhodopsin ein Absorptionsmaximum bei 420 nm (Huber

et al., 1997). Das Rh3- und das Rh4-Rhodopsin zeigen ein Absorptionsmaximum

im UV-Bereich bei Wellenl�angen von 331 nm (Rh3) und 355 nm (Rh4), Rh5 und

Rh6 absorbieren blaues (442 nm) bzw. gr�unes (515 nm) Licht maximal. Die Spek-

tren der Metarhodopsine sind gegen�uber den Rhodopsinspektren in langwelligere

Bereiche verschoben, mit Ausnahme des Rh6, bei dem Metarhodopsin kurzwelliger

absorbiert als Rhodopsin. Aufgrund dieser unterschiedlichen Absorptionseigenschaf-

ten der einzelnen Rhodopsine musste f�ur dieses Experiment Licht unterschiedlicher

Wellenl�ange verwendet werden (siehe Tab. 3.2). Einen Tag vor der Augen-Kappen-

Pr�aparation wurden die Fliegenst�amme mit Licht unterschiedlicher Wellenl�ange be-

lichtet, um das Gleichgewicht vollst�andig auf die Seite des Rhodopsins zu verschieben

(Tab. 3.2, Spalte: M!P). Die Pr�aparation der Augen-Kappen-Pr�aparate der ver-

schiedenen Transformanten am folgenden Tag wurde im Licht der in der Tabelle 3.2

aufgef�uhrten Wellenl�ange (Spalte: Pr�aparation) durchgef�uhrt. Die Homogenate der

einzelnen Pr�aparationen wurden zur Umwandlung des Rhodopsins in Metarhodopsin

mit unterschiedlichen Wellenl�angen belichtet (Tab. 3.2 P!M). Die P-Membranen

und die M-Membranen wurden in Licht unterschiedlicher Wellenl�ange weiterbear-

beitet (Tab. 3.2, Handhabung P, M).
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ektopisch

exprimierte

Rhodopsine

M! P Pr�aparation P! M
Handhabung

P, M

Rh2 515 nm 515mn 384 nm 630 nm, 630 nm

Rh3 515 nm 515 nm 344 nm 630 nm, 630 nm

Rh4 515 nm 515 nm 384 nm 630 nm, 630 nm

Rh5 560 nm 630 nm 421 nm 630 nm, 630 nm

Rh6 665 nm 665 nm 540 nm Dunkelkammerrotlicht

Tabelle 3.2: F�ur den Nachweis der Rh2-Rh6-Opsin-Phosporylierung verwendetes Licht
bestimmter Wellenl�angen. M!P: Umwandlung von Metarhodopsin in Rhodopsin, Pr�aparati-
on: Die Pr�aparation der Augen-Kappen erfolgte unter Licht bestimmter Wellenl�ange, P!M: Die
Umwandlung von Rhodopsin nach Metarhodopsin erfolgte mit Licht der Wellenl�ange, bei der das
Absorptionsmaximum der einzelnen Rhodopsine liegt.

3.6.6 Lichtabh�angige Bindung von Arrestin2 in Kopfhomogenaten

Die verwendeten Fliegen wurden f�ur den Nachweis der lichtabh�angigen Bindung von

Arrestin2 im Dunkeln aufgezogen und gehalten. Die Pr�aparation von 100 K�opfen

erfolgte in Rot-Licht auf Eis. Die K�opfe wurden in 100�l HBS, pH6,2 homogeni-

siert und anschlie�end in zwei Aliquots �a 40�l aufgeteilt. Ein Aliquot wurde f�ur 2

Minuten rot (P) und ein Aliquot f�ur 2 Minuten blau (M) belichtet. Um die nicht-

membrangebundenden Proteine von der Membran zu waschen, wurden 2 x 1,3ml

HBS, pH6,2 zugesetzt und die Proben jeweils zentrifugiert (15800 x g, 10 Minuten,

4 ÆC). Nach einer Trockenzentrifugation des Pellets (15800 x g, 2 Minuten, 4 ÆC)

wurde dieses in 50�l 1x SDS-Probenpu�er extrahiert. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei -80 ÆC eingefroren.

Zum Nachweis im Immunoblot wurden von jeder Probe 3�g Protein eingesetzt.

3.6.7 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehalts der Proben erfolgte mit der Bicinchonins�aure-

Methode (Fa. Sigma). Cu(II)-Ionen werden im alkalischen Milieu durch Peptidbin-

dung zu Cu(I)-Ionen reduziert. Dabei ist die Menge der gebildeten Cu(I)-Ionen
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direkt proportional zur Proteinmenge. Die Bicinchonins�aure geht mit Cu(I)-Ionen

einen stabilen Komplex ein, der bei einer Wellenl�ange von 562 nm ein Absorpti-

onsmaximum aufweist. Aus diesem Grund erfolgt der Nachweis photometrisch. Zur

Durchf�uhrung der Proteinbestimmung wurden 50� l Ans�atze mit je 5�l der Pro-

teinproben in 1x SDS-Probenpu�er hergestellt. F�ur die Eichkurve wurden sechs

verschiedene Ans�atze mit steigendem Proteingehalt angefertigt und zus�atzlich eine

Probe ohne Proteine, der sogenannte Nullwert, angesetzt. Es wurde eine Doppelbe-

stimmung durchgef�uhrt. Jedem dieser Ans�atze wurde 1 ml Nachweisreagenz (0,08%

CuSO4 in Bicinchonins�aurel�osung) zugesetzt. Danach wurden die Proben gesch�uttelt

und f�ur 30 Minuten bei 60 ÆC inkubiert. Nach dem anschlie�enden Abk�uhlen der

Proben auf Raumtemperatur wurde die Absorption bei 562 nm gegen den Nullwert

gemessen. Anhand der erstellten Eichkurve konnte nun der Proteingehalt der zu

bestimmenden Proben ermittelt werden.

3.6.8 Spektralphotometrische Bestimmung

der Rhodopsin-Konzentration

Die Quantit�at an photoaktiven Rhodopsin in einem Digitonin-Extrakt wurde durch

Di�erenz-Spektralphotometrie ermittelt. Dazu wurden die ben�otigten Fliegen im

Dunkeln aufgezogen. Es wurden 100 Drosophila-K�opfe auf Eis in Rot-Licht pr�apa-

riert und mit einem Plastik-Stempel je 3 x in 100�l H2O mit Protease-Inhibitoren

homogenisiert. Die Homogenate wurden ohne Chitinfragmente in ein neues Reakti-

onsgef�a� �uberf�uhrt und zentrifugiert (15800 x g, 10 Minuten, 4 ÆC). Das Pellet wurde

mit 1 ml 1x PBS, pH6,2 gewaschen und anschlie�end in 40�l Extraktionspu�er (4%

Digitonin in PBS pH6,2) resuspendiert. Nach 15 Sekunden Belichtung mit rotem

Licht wurde der Extrakt f�ur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann

abzentrifugiert (15800 x g, 10 Minuten 4 ÆC). Zur Abtrennung s�amtlicher nicht l�osli-

cher Partikel wurde der �Uberstand ultrazentrifugiert (132000 x g, 10 Minuten, 4 ÆC ).

�Uber alle Zentrifugationsschritte wurde eine Digitoninreferenz mitgef�uhrt. Die ge-

wonnenen Extrakte wurden in 30�l-Quarzk�uvetten (1 cm Schichtdicke) gef�ullt und
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bei 4 ÆC gegen reinen Extraktionspu�er als Referenzl�osung in einem Uvikon Spek-

tralphotometer 930 (Software Version 2.01-9218, Fa. Kontron) gemessen. Die Auf-

nahme der Spektren erfolgte bei Wellenl�angen zwischen 400 nm und 700 nm. Die

Probe wurde f�ur 2 Minuten rot belichtet, worauf das Absolutspektrum des Proteinex-

traktes gegen die Referenzl�osung aufgenommen wurde. Um eine Basislinie zu erhal-

ten, wurde anschlie�end ein Di�erenzspektrum des Rotlicht-adaptierten Extraktes

im Vergleich zum zuvor aufgenommenen Absolutspektrum gemessen. Nach 2 Minu-

ten Blaubelichtung wurde erneut ein Di�erenzspektrum des Blaulicht-adaptierten

Extraktes im Vergleich zum Absolutspektrum des Rotlicht-adaptierten Extraktes

aufgenommen. Danach wurde das Absolutspektrum des blau belichteten Extraktes

aufgezeichnet, worauf der Extrakt f�ur 2 Minuten mit rotem Licht beleuchtet wurde.

Im Anschlu� daran wurde ein Di�erenzspektrum des blau belichteten Extraktes im

Vergleich zum vorher aufgenommenen Blaulicht-adaptierten Extraktes aufgenom-

men.

Der Rhodopsingehalt eines Extraktes wurde folgenderma�en berechnet:

((Absorption bei 580 nm/ExtinktionskoeÆzient (1 cm x 72000 1 cm-1 mol-1)) x

Volumen der Probe in �l)/Anteil an Metarhodopsin am Gesamtrhodopsingehalt

(0,69)) x 1.000.000(zur Umrechnung in pmol).

3.6.9 Messung von Elektroretinogrammen

F�ur die Messungen von Elektroretinogrammen wurden die Drosophila-Fliegen auf

einer Bronzeplatte immobilisiert. Zur Messung des ERGs wurde eine mit Insekten-

Ringer pH7,2 (0,67% NaCl, 0,015% KCl, 0,012% CaCl2, 0,015% NaHCO3) und

mit 2% Agarose gef�ullte Glaselektrode unmittelbar unter die Cornea eingestochen.

Eine weitere Ag/AgCl-Elektrode wurde als Referenz in den Thorax des Tieres ein-

gesteckt. Die Aufnahmen erfolgten mit einem
"
Smart Probe Di�erential Ampli�er\

(AI 401, Fa. Axon Instruments, USA), der mit einem
"
Signal Conditioner\ Cybe-

rAmp 380, Fa. Axon Instuments, USA) verbunden war. Die Digitalisierung wurde

mit einem
"
CED 1401 Plus A/D Converter\ (Fa. Cambridge Electronic Design Ltd.,
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GB) durchgef�uhrt. Die Lichtstimuli von 5 Sekunden Dauer und 10 nm Bandbreite

bei der Wellenl�ange von 480 nm bzw. 580 nm wurden mittels einer 2000 Watt Xenon

Lampe (Fa. Osram) und eines Monochromators (Grating Monochromator 77250-M,

Fa. Oriel Instruments, USA) erzeugt.
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4.1 Licht-aktivierte Phosphorylierung des Opsins im Wild-

typ und in der rdgC-Mutante von Drosophila

Voraussetzung f�ur die Analyse der Funktion potenzieller Phoshorylierungsstellen

in den Rhodopsinen von Drosophila ist der reproduzierbare Nachweis der licht-

aktivierten Phosphorylierung des Rhodopsins in seinem lichtaktivierten Metarhodops-

in-Zustand. In Abb. 4.1 A sind die Ergebnisse der Phosphorylierung der P-Membranen

(Rotlicht exponiert) und der M-Membranen (Blaulichtaktivierung) des Wildtyps

und der rdgC-Mutante in Gegenwart von 2,5 mM 32P-ATP dargestellt. Das Prote-

inmuster der SDS-PAGE (Abb. 4.1 A) zeigt, dass in allen Spuren die gleiche Men-

ge an Proteinextrakten aufgetragen wurde. Die Autoradiographie in Abb. 4.1 B

weist in den P-Membranen (Spur 1: Wildtyp, Spur 3: rdgC-Mutante) nur eine

schwache Hintergrundphosphorylierung der Opsinbande bei 32 kDa auf. In den M-

Membranen (Spur 2: Wildtyp, Spur 4: rdgC-Mutante) dagegen erkennt man eine

deutliche Phosphorylierung der Opsinbande bei 32 kDa. In der rdgC-Mutante, bei

der die Rhodopsin-Phosphatase defekt ist (Vin�os et al., 1997), tritt eine st�arkere

Phosphorylierung im Vergleich zu Wildtyp M-Membranen auf. Es kommt also im

Vergleich zum Wildtyp zu einer Hyperphosphorylierung des Opsins. Dies l�asst sich

folgenderma�en erkl�aren: Normalerweise stellt sich bei Blaubelichtung der Membra-

nen ein Gleichgewicht zwischen der Metarhodopsin- und der Rhodopsinform ein.

F�ur das Rh1-Opsin betr�agt dieses Gleichgewicht zum Beispiel 70% Metarhodop-

sin zu 30% Rhodopsin. Durch das Fehlen der Phosphatase in der rdgC-Mutante

liegen jedoch nicht nur die im M-Zustand be�ndlichen Opsine phosphoryliert vor,
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Abbildung 4.1: Lichtaktivierte Phosphorylierung des Rh1-Opsins des Wildtyps
und der rdgC-Mutante. Je 50 Augen-Kappen wurden homogenisiert und im Standard-
Phosphorylierungsansatz mit 32-ATP inkubiert. Durch die Belichtung mit Blaulicht (M) wurde
die Phosphorylierung induziert. Die Kontrolle wurde im Dunklen (P) inkubiert. Danach erfolgte die
Sedimention der Membran, ein einmaliges Waschen und die Extraktion in 1x SDS-Probenpu�er.
Die Spuren 1 und 3 in beiden Abbildungen enthalten P-Membranenextrakte. Die Spuren 2 und
4 enthalten M-Membranenextrakte. A Die Proteinextrakte wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und das Proteinmuster durch F�arbung mit Coomassie Blau sichtbar gemacht. B Autoradiographie
der in A gezeigten SDS-Page zum Nachweis der lichtaktivierten Phosphorylierung des Rh1-Opsins
des Wildtyps und der rdgC-Mutante.

sondern auch die Opsinmolek�ule, die von M nach P umgewandelt wurden. Die Auto-

radiographie zeigt au�erdem zwei weitere in den M-Membranen auftretende Banden

bei 39 kDa und 49 kDa. Hierbei handelt es sich um Arrestin1 und Arrestin2. Bei-

de Proteine werden lichtabh�angig phosphoryliert und binden an die lichtaktivierten

M-Membranen (Arrestin1 und 2: Matsumoto et al. (1991); Schillo (2001); Ar-

restin2: Matsumoto et al. (1994); Byk et al. (1993).

4.2 Phosphorylierung derDrosophila-Rhodopsine Rh1{Rh6

Alle bisherigen Arbeiten zur Rhodopsinphosphorylierung bei Drosophila beziehen

sich auf das mengenm�a�ig am h�au�gsten vorkommende Rhodopsin Rh1. Es macht

ca. 90% der im Komplexauge vorhandenen Rhodopsinmenge aus. Au�er dem Rh1

Opsin, welches in den R1{6 Photorezeptorzellen exprimiert wird, lassen sich noch die

Opsine Rh3{Rh6 im Komplexauge �nden. Zusammen machen diese circa 10% des
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Gesamt-Rhodopsingehaltes des Komplexauges von Drosophila aus. In den Ocellen

wird zus�atzlich ein Rh2-Opsin exprimiert. Jedes der genannten Rhodopsine ist durch

potenzielle Phosphorylierungsstellen, Serin- bzw. Threonin-Reste, gekennzeichnet

(siehe Abb. 2.3). Der in Abb. 4.1 nachgewiesene Phosphateinbau sollte demnach die

Summe der durch Blaulicht induzierten Phosphorylierung an den M-Zust�anden aller

Rhodopsine des Drosophila-Auges repr�asentieren. Um eine Aussage dar�uber tre�en

zu k�onnen, ob die Phosphorylierung bei allen Rhodopsinen von Drosophila evolu-

tion�ar konserviert ist, wurde untersucht, ob die Rhodopsine Rh2{Rh6 tats�achlich

lichtabh�angig phosphoryliert werden. Da wie zuvor beschrieben beim Wildtyp Rh2

nur in den Ocelli und die Rhodopsine Rh2{Rh6 nur in wenigen Zellen des Kom-

plexauges exprimiert werden, wurden diese Experimente an Fliegen durchgef�uhrt,

die jeweils eines der Rhodopsine unter dem Rh1-Promotor ektopisch exprimieren.

Die ektopisch exprimierten Rhodopsine liegen dann in einer wesentlich gr�o�eren

Menge vor (bis zu 92,5%), da das jeweilige Rhodopsin in den gro�en R1{R6 Zellen

des Komplexauges exprimiert wird.

Es wurden Phosphorylierungsexperimente nach dem Standartprotokoll durchgef�uhrt

(siehe 3.6.4). Da bekannt ist, dass sich die einzelnen Rhodopsine in ihren Absorptions-

maxima unterscheiden, wurden die verschiedenen Fliegentransformanten, die die

einzelnen Rhodopsine ektopisch exprimieren, einen Tag vor Beginn des Experimen-

tes mit Licht unterschiedlicher Wellenl�ange belichtet. Dabei wurden Wellenl�angen

eingesetzt, die gew�ahrleisteten, dass das Gleichgewicht komplett auf die Seite des

Rhodopsins verschoben wurde. Die Augen-Kappen der einzelnen Transformanten

wurden am Tag darauf unter Licht unterschiedlicher Wellenl�ange pr�apariert und die

Umwandlung des Rhodopsins in Metarhodopsin mit Licht verschiedener Wellenl�ange

induziert (siehe 3.6.5).
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Abbildung 4.2: Lichtaktivierte Phosphorylierung des Rh1-Opsins und der ektopisch ex-
primierten Rh2{Rh6-Opsine. Augen-Kappen-Pr�aparate wurden homogenisiert und mit radio-
aktiv markiertem ATP angereichert. Nach der Induktion der Phosphorylierung durch Belichtung
der Membranen mit Blaulicht (M) oder Inkubation der Kontrolle im Dunkeln (P) wurden die Mem-
branen sedimentiert, gewaschen und in 1x SDS-Probenpu�er aufgenommen. Aufgetragen wurden
Membranextrakte von je 50 Augen. Spuren 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 P-Membranen, Spuren 2, 4, 6, 8,
10,12, 14 M-Membranen. A Auftrennung von Proteinexktrakten aus Augen-Kappen-Pr�aparaten,
B Autoradiographie der in A gezeigten SDS-Page zum Nachweis der lichtaktivierten Phosphory-
lierung der Rh1- bis Rh6-Opsine.
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Die Phosphorylierung des Opsins in P-Membranen und M-Membranen wurde an-

hand von Autoradiographien ermittelt. Das Proteinmuster in der Abb. 4.2 A zeigt,

dass alle Proben in Bezug auf die Proteinmengen, die aus den rot- und blaubelich-

teten Membranen extrahiert wurden, weitgehend gleich waren. In der Abb. 4.2 B

(Spuren 1, 3, 5, 7, 9, 11 und 13) sind die Extrakte der P-Membranen der jeweiligen

Fliegenst�amme aufgetragen. Nach der Autoradiographie liegt Opsin (32 kDa) in P-

Membranen nicht phosphoryliert vor. Dagegen ist in M-Membranen (Abb. 4.2 B,

Spuren 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14) deutlich eine Phosphorylierung des Opsins bei allen

Fliegenst�ammen nachweisbar. Der Phosphateinbau ist in den einzelnen Proben etwas

unterschiedlich, wobei das Phosphorylierungssignal des Wildtyps am st�arksten ist.

Die Unterschiede in den Phosphorylierungssignalen k�onnen zum einen darauf zur�uck-

gef�uhrt werden, dass die Opsinexpression in den einzelnen Mutanten nicht gleich ist,

was sich auf die ektopische Expression der verschiedenen Rhodopsine zur�uckf�uhren

l�asst. Zum anderen stellen sich bei den einzelnen Rhodopsinen verschiedene Gleichge-

wichte zwischen Rhodopsin und Metarhodopsin ein, da sich die Absorptionsspektren

des Rhodopsins und des Metarhodopsins unterschiedlich �uberlappen. Dadurch kann

es ebenfalls zu Unterschieden in den Phosphorylierungssignalen kommen. Zusam-

menfassend zeigen die Ergebnisse der lichtaktivierten Phosphorylierung der Opsine

von Drosophila, dass alle sechs Rhodopsine nach der Umwandlung von Rhodopsin

zu Metarhodopsin phosphoryliert werden.

4.3 Herstellung und Charakterisierung von

Rh1-Phosphorylierungs-Mutanten

G-Protein gekoppelte Rezeptoren, so auch das Rh1 Opsin von Drosophila, weisen im

C-terminalen Bereich des sieben-transmembran�aren Proteins potenzielle Phosphory-

lierungsstellen auf. Im Gegensatz zu dem Vertebraten-Opsin ist vom Drosophila-Rh1

weder bekannt, welche der sechs potenziellen Phosphorylierungsstellen phosphory-

liert werden, noch welcher oder welchen der m�oglichen Phosphorylierungsstellen eine

funktionelle Bedeutung zukommt. Um diese Fragen zu kl�aren, wurden sechs Mutan-
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des YC4 Vektors mit dem integrierten Rh1 -
Rhodopsingen. Die Positionen der Kodons f�ur die sechs potenziellen Phosphorylierungsstellen
im C-terminalen Bereich des Proteins sind farblich herausgehoben. Es wurden Punktmutationen
eingef�uhrt mit dem Ziel, dass auf Proteinebene jeweils eine der sechs Stellen gegen ein Alanin
ausgetauscht wird: S357!A, S358!A, S362!A, T365!A, S367!A und S371!A.

ten hergestellt, bei denen jeweils eines der f�unf Serine bzw. ein Threonin gegen ein

Alanin ausgetauscht wurde. Die Mutanten wurden biochemisch, spektralphotome-

trisch, immuncytochemisch und elektrophysiologisch analysiert.

4.3.1 Herstellung von sechs Rh1-Phosphorylierungs-Mutanten

Alle transgenen Fliegen wurden durch P-Element vermittelte Keimbahntransforma-

tion hergestellt. Das in die Fliegen-Embryonen injizierte Konstrukt ist schematisch

in der Abb. 4.3 dargestellt. Die sechs im C-terminalen Bereich des Rh1 -Gens vor-

kommenden potenziellen Phosphorylierungsstellen sind besonders gekennzeichnet.

Die durch in vitro-Mutagenese ver�anderte Rh1 -DNA weist Mutationen in den ent-

sprechenden Kodons auf, um einzelne Mutanten herstellen zu k�onnen, bei denen

jeweils ein Serin (Position S357, S358, S362, S367 oder S371) oder das Threonin

(Position 365) gegen die Aminos�aure Alanin ausgetauscht ist. Die verschiedenen

Konstrukte wurden in Embryonen der ninaE -Mutante injiziert, bei der das endo-
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Plasmid-DNA
injizierte

Embryonen

geschl�upfte

Larven

adulte

Fliegen

transgene

Linien

YC4Rh1 S357A 409 111 (27; 1 %) 32 (28; 8 %) 2 (0; 49 %)

YC4Rh1 S358A 886 265 (29; 4 %) 84 (31; 7 %) 6 (0; 67 %)

YC4Rh1 S362A 835 185 (22; 0 %) 50 (27; 0 %) 7 (0; 84 %)

YC4Rh1 T365A 731 343 (46; 9 %) 136 (39; 7 %) 14 (1; 9 %)

YC4Rh1 S367A 439 178 (44; 5 %) 98 (55; 1 %) 12 (2; 7 %)

YC4Rh1 S371A 467 250 (53; 5 %) 119 (25; 5 %) 20 (4; 3 %)

Tabelle 4.1: Anzahl der pro Mutation injizierten Eier und Angaben �uber die Weiterent-
wicklung der Eier und �uber die Zahl der erhaltenen transgenen Linien. Spalte geschl�upfte
Larven: der Wert in Klammern bezieht sich jeweils auf Gesamtzahl der Eier, Spalte adulte Fliegen:
der Wert in Klammern bezieht sich jeweils auf die Gesamtzahl der Larven, Spalte Transgene Linie:
der Wert in Klammern bezieht sich jeweils auf die Gesamtzahl der Eier.

gene Rh1 -Gen durch eine Deletion eliminiert ist. Auf diese Weise wurden durch

P-Element vermittelte Keimbahntransformation f�ur jede Mutation transgene Linien

hergestellt (siehe Tab. 4.1).

F�ur die Konstrukte Rh1 S357A und Rh1 S367A wurde beim ersten Injektionsversuch

nur je eine transgene Linie erzeugt, die anschlie�end homozygot gekreuzt wurde. F�ur

alle anderen Konstrukte wurden mindestens zwei homozygote transgene Linien her-

gestellt. In weiteren Transformationsexperimenten konnten auch f�ur die Konstrukte

Rh1 S357A und Rh1 S367A weitere transgene Linien hergestellt werden. Durch

Kreuzung wurden homozygote Linien erzeugt, die weiteren Analysen unterzogen

wurden.

4.3.2 Nachweis der Expression der mutierten Rhodopsine auf der

Transkriptionsebene

Um die korrekte Transkription des jeweils ins Genom der ninaE -Mutante einge-

brachten mutierten Rh1 -Gens nachzuweisen, wurden Northern Blot-Analysen durch-

gef�uhrt (siehe Abb. 4.4). BeimWildtyp (Spur 1), und den Phosphorylierungs-Mutant-

en Rh1 S357A (Spur 3), Rh1 S358A (Spur 4), Rh1 S362A (Spur 5), Rh1 T365A
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Abbildung 4.4: Expression von Rh1 mRNA im Wildtyp und in Rh1-
Phosphorylierungsmutanten. Die Gesamt-RNA aus Fliegenk�opfen wurde auf einem 1%
Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt, die RNA wurde auf eine Nylonmembran transferiert.
Als Sonde wurde Digoxigenen-markierte

"
anti-sense\-cRNA verwendet. Pro Spur wurden

f�ur den Blot im oberen Teil der Abbildung jeweils 3�g RNA aufgetragen. Als Sonde wurde

"
anti-sense\-Rh1-cRNA verwendet. F�ur den Blot im unteren Teil der Abbildung wurde je-
weils 1�g RNA aufgetragen, die auf die Nylonmembran transferierte RNA wurde mit einer

"
anti-sense\-Actin-cRNA inkubiert.(n=3)

(Spur 6), Rh1 S367A (Spur 7) und Rh1 S371A (Spur 8) konnte jeweils eine 1,5 kb

lange mRNA detektiert werden, bei der es sich um die Rh1-mRNA handelt. Aussagen

�uber die quantitative Expression der mRNA einzelner Phosphorylierungs-Mutanten

lassen sich auf Basis der gew�ahlten Northern Blot-Analyse nicht tre�en, da es sich

um eine qualitative Northern Blot-Analyse handelt. Als negative Kontrolle wurde

in Spur 2 die aus der ninaE -Mutante gewonnene Gesamt-RNA aufgetragen, bei der,

wie erwartet, kein Signal zu erkennen ist.

Zur Kontrolle der Menge und der Intaktheit der pro Probe eingesetzten Gesamt-

RNA wurden weitere Northern-Blot-Analysen durchgef�uhrt, auf denen ein ubiquit�ar

exprimierendes Gen, das Actin, nachgewiesen wurde. Durch Actin-Blots (Abb. 4.4,

unten) konnte gezeigt werden, dass in allen acht Spuren ann�ahrend gleiche Mengen

an Gesamt-RNA aufgetragen wurden. Aus den Northern Blot-Analysen l�asst sich

ableiten, dass die Transkription der Rhodopsingene weder durch die eingef�uhrten
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Mutationen noch durch die chromosomale Lokalisation der Transgene beeinusst

wird.

4.3.3 Expression der mutierten Rhodopsine in den

Phosphorylierungs-Mutanten

Auf Proteinebene wurde die korrekte Expression der durch P-Element vermittelten

Keimbahntransformation eingebrachten, mutierten Rh1 -Gene zun�achst mit Hilfe der

Western-Blot-Analyse �uberpr�uft. Anhand der Ausbildung der
"
tiefen Pseudopupil-

le\, einer nicht-invasiven Methode, wurde gepr�uft, ob die mutierten Rhodopsine

korrekt in der rhabdomerischen Membran eingebaut werden. Danach wurde die Lo-

kalisation mutierter Rhodopsine an ausgew�ahlten Mutanten auf elektronenmikro-

skopischer Ebene nachgewiesen. Durch spektralphotometrische Messungen wurde

anschlie�end untersucht, ob die mutierten Rhodopsine auf Belichtung die f�ur Rh1

typische P-M-Umwandlung zeigen. Des weiteren l�asst sich mit dieser Methode nun

die Rhodopsinmenge berechnen und es lassen sich auch die spektralen Eigenschaften

der mutierten Rhodopsine untersuchen.

4.3.3.1 Nachweis des Opsins auf der Translationsebene

Nachdem gezeigt werden konnte, dass von allen Mutanten die zu erwartenden Tran-

skripte des jeweils mutierten Rh1 -Gens gebildet wurden, war zu pr�ufen in wieweit die

synthetisierte Opsinmenge in den einzelnen Mutanten mit der imWildtyp gebildeten

Menge �ubereinstimmt. Zum Nachweis wurden Western-Blot-Analysen durchgef�uhrt,

deren Ergebnisse in Abb. 4.5 dargestellt sind. Der Immunoblot zeigt in der Spur 2

die im Wildtyp synthetisierte Opsinmenge und in den Spuren 3 bis 8 die von der

jeweiligen Mutante hergestellte Opsinmenge.

Die Molekulargewichte der Mutanten-Opsine entsprechen exakt dem des Wildtyp-

Opsins (32 kDa, Spur 2). Die Rh1-Null-Mutante (Spur 1) weist, wie zu erwarten,

keine Opsin-Bande auf, da das intragenische Rh1 -Gen bei dieser Mutante zerst�ort

ist. Obwohl es sich nicht um einen quantitativen Immunoblot handelt, l�asst sich den-

noch aus der Markierung schlie�en, dass die Mutanten Rh1 S357A (Spur 3) und Rh1
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Abbildung 4.5: Rh1-Opsin-Nachweis in Wildtyp und in Phosphorylierungs-Mutanten
mittels eines Immunoblots. F�ur den Opsin-Immunoblot wurden pro Spur 12�g Protein des
jeweiligen aus Augen-Kappen hergestellten Proteinextraktes eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit
dem anti-Rh1(1.2.2)-Antik�orper.

S367A (Spur 7) eine geringere Menge Opsin synthetisieren als der Wildtyp (Spur 2).

Die Rh1 S362A-Mutante (Spur 5) dagegen bildet im Vergleich mit dem Wildtyp ei-

ne h�ohere Opsinmenge. Die Western-Blot-Analyse zeigt zusammenfassend, dass die

mutierten Opsine vollst�andig durch die jeweils eingebrachten Transgene kodiert,

transkribiert, und auch translatiert werden.

4.3.3.2 Nachweis der Pseudopupille

Mit Hilfe der
"
tiefen Pseudopupille\ wurde untersucht, ob die mutierten Rhodopsine

in die rhabdomerische Membran integriert werden. Bei der
"
tiefen Pseudopupille\

handelt es sich um die �Uberlagerung virtueller Bilder von den distalen Enden der

Rhabdomere von ungef�ahr sieben Ommatidien, die in die optische Achse des Mi-

kroskops blicken. Hierdurch entsteht ein virtuell vergr�o�ertes Bild von der Rhabdo-

merenanordnung innerhalb eines Ommatidiums (Francheschini et al., 1972). Die

"
tiefe Pseudopupille\ ist nur dann sichtbar, wenn die Rhabdomere korrekt ausgebil-

det sind, was bei einer durch Rhodopsinmangel verursachten Degeneration nicht der

Fall ist. Das Bild der Rhabdomerenanordnung in der Pseudopupille beruht auf der

Lichtabsorption des in die rhabdomerischen Membranen eingelagerten Rhodopsins.

Je dunkler das Bild der Rhabdomere in der Pseudopupille ist, desto mehr Rhodop-

sin ist in die rhabdomerische Membran der einzelnen Photorezeptorzellen integriert.
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Der Wildtyp in Abb. 4.6 A weist wie alle untersuchten Phosphorylierungsmutanten

(B-G) eine tiefe Pseudopupille auf. Bei der Rh1-Null-Mutante (H) l�asst sich dagegen

keine tiefe Pseudopupille nachweisen, da ihr das Rh1-Opsins fehlt und schon kurze

Zeit nach dem Schl�upfen eine retinale Degeneration einsetzt. Das f�uhrt zum Abbau

der rhabdomerischen Membranen und somit zum Verschwinden der Pseudopupille.

Die Degeneration wird vermutlich durch den Ausfall der strukturerhaltenden Eigen-

schaften des Opsins hervorgerufen (Francheschini et al., 1972).

Bei den untersuchten Mutanten f�allt auf, dass in der Rh1 S357A-Mutante (B) und

in der Rh1 S367A-Mutante (F) die Pseudopupille im Vergleich zu den �ubrigen Mu-

tanten und dem Wildtyp wesentlich schw�acher ausgepr�agt ist (A). Dies ist darauf

zur�uckzuf�uhren, dass diese Mutanten einen geringeren Gehalt an Rhodopsin in den

Rhabdomeren aufweisen. Die Rh1 S362A-Mutante (D) zeigt dagegen im Vergleich

zum Wildtyp eine st�arker ausgepr�agte Pseudopupille. Der Schluss liegt nahe, dass

diese Mutante eine etwas h�ohere Menge an Rhodopsin exprimiert bzw. in die rhab-

domerische Membran integriert hat. Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse

ist davon auszugehen, dass der Transport des Rhodopsins zur Membran und die

Lokalisation des Rhodopsins in der Membran korrekt ablaufen. Um nun genauere

Aussagen �uber die zellul�are Verteilung des Rhodopins tre�en zu k�onnen, wurden

ausgew�ahlte Mutanten auf immuncytochemischer Ebene untersucht.
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Abbildung 4.6: Tiefe Pseudopupille von Wildtyp-Fliegen und Rh1-Phosphorylierungs-
Mutanten. Die tiefe Pseudopupille ist ein Ma� f�ur die Intaktheit der Rhabdomere und f�ur die
korrekte Expression und Lokalisation von Rhodopsin. Es wurden Fliegen verwendet, die vor dem
Betrachten der tiefen Pseudopupille f�ur 3 Tage im Dunkeln gehalten worden waren. AWildtyp, B
Rh1 S357A-Mutante, C Rh1 S358A-Mutante, D Rh1 S362A-Mutante, E Rh1 T365A-Mutante, F
Rh1 S367A-Mutante, G Rh1 S371A-Mutante, H Rh1-Null-Mutante. Abgebildet ist eine repr�asen-
tative Aufnahme von je vier untersuchten Tieren pro Mutante.
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4.3.3.3 Immuncytochemische Lokalisation der mutierten Rh1-Opsine

Mit dem Ziel das Opsin genauer lokalisieren zu k�onnen, wurden die mutierten Rh1-

Opsine ausgew�ahlter Mutanten auf immuncytochemischer Ebene untersucht. Da-

zu wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen des Wildtyps und der transgenen

Phosphorylierungsmutanten Rh1S362A, Rh1 T365A und Rh1 S367A angefertigt.

Das Rh1-Opsin wurde durch Immunogold-Markierung visualisiert, wobei die Gold-

Markierungen in der Abb. 4.7 durch einen durch Silberverst�arkung erzeugten Kon-

trast erkennbar wird. Die f�ur die Immuncytochemie verwendeten Querschnitte wur-

den auf der Ebene der R7-Zelle angefertigt.

Wie die Abb. 4.7 zeigt, bleibt die Immunogold-Markierung auf die R1{6-Zellen be-

schr�ankt. In der R7-Zelle, in der entweder das Rh3- oder das Rh4-Opsin in der rhab-

domerischen Membran integriert vorliegt, ist keine Immunogold-Markierung nach-

weisbar. Dies zeigt, dass nur in R1-R6 Zellen das Rh1-Opsin transkribiert, transla-

tiert und in die rhabdomerische Membran eingebaut wird. Anhand von Abb. 4.7 l�asst

sich auch die Aussage tre�en, dass das Opsin der jeweils untersuchten Phosphoryl-

ierungs-Mutante in den rhabdomerischen Membranen lokalisiert ist. Dabei zeigt die

Rh1 S367A-Mutante (Abb. D) eine wesentlich schw�achere Markierung im Vergleich

zum Wildtyp (Abb. A). Die Rh1 S362A-Mutante (Abb. B) und die Rh1 T365A-

Mutante (Abb. C) weisen eine �ahnlich starke Opsin-Markierung wie der Wildtyp

(Abb. A) auf. Des weiteren ist nur eine geringe Markierung in den Organellen des

Wildtyps (Abb. A) bzw. der Mutanten (Abb. B-D) sichtbar. Dies legt den Schlu�

nahe, dass die Mutation der C-terminalen Phosphorylierungsstellen des Rh1 kei-

nen Einuss auf den korrekten Transport des Rhodopsins in die rhabdomerischen

Membranen hat.
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Abbildung 4.7: Immuncytologische Lokalisation des Rh1-Opsins in Wildtyp und Rh1-
Phosphorylierungsmutanten. Komplexaugen des Wildtyps oder der Rh1-Mutanten wurden
einen Tag nach dem Schl�upfen der Fliegen auf der R7-Ebene quergeschnitten. Die Bindung des
gegen Rh1 gerichteten Antik�orpers wurde durch Silber-verst�arkte Immunogold Markierung nachge-
wiesen. Die Lokalisation kontrastreicher Partikel, als Ergebnis der verst�arkten Immunogold Markie-
rung �nden sich insbesondere im Bereich der rhabdomerischen Mikrovilli der R1-Photorezeptoren.
Die Expression der mutierten Rhodopsine ist auf die R1- bis R6-Zellen beschr�ankt. A Wildtyp, B
Rh1 S362A-Mutante, C Rh1 T365A-Mutante, D Rh1 S367A-Mutante. Der Ma�strich entspricht
2�m. Die Ergebnisse wurden mir freundlicherweise von Dr. K. Schwab zur Verf�ugung gestellt.
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4.3.3.4 Spektrale Eigenschaften der mutierten Rhodopsine

Um detailliertere Aussagen �uber die in den verschiedenen Mutanten enthaltene

Rhodopsin-Menge tre�en zu k�onnen, wurde Rhodopsin aus Augen der erhaltenen

mutagenen Linien extrahiert und mittels Di�erenz-Spektralphotometrie wie von

Paulsen (1984) beschrieben analysiert. Die Rhodopsinmenge wurde aus der Absorp-

tionsdi�erenz bei der Wellenl�ange 565 nm zwischen rot- und blaubelichteten Digi-

toninextrakten mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes errechnet. Dabei wurde

davon ausgegangen, dass die in den C-Terminus eingebrachten Mutationen keinen

Einuss auf die spektralen Eigenschaften des Rhodopsins aus�uben, da diese durch

Interaktion des Chromophors mit den Transmembran-Helices bestimmt werden. F�ur

die Berechnung der in einem Auge enthaltenen Rhodopsinmenge wurde der molare

ExtinktionskoeÆzient des Metarhodopsins (72000 1 cm-1 mol-1, Stavenga (1984))

des Rh1 verwendet.

In Abb. 4.8 wird die Rhodopsinkonzentration des Wildtyps und einzelner untersuch-

ter Phosphorylierungs-Mutanten als Balkendiagramm dargestellt. F�ur ein Wildtyp-

Auge wurde eine Rhodopsinkonzentration von 400 fmol berechnet. Die beiden Mu-

tanten Rh1 S357A und Rh1 S367A weisen eine deutlich verringerte Rhodopsinkon-

zentration im Vergleich zum Wildtyp auf. Beide zeigen einen um etwa 50% redu-

zierten Rhodopsingehalt (Rh1 S357A-Mutante: 52%, Rh1 S367A-Mutante: 48%).

Bei den Mutanten Rh1 S358A und Rh1 T365A wurden ungef�ahr 85% der Rhodop-

sinmenge des Wildtyps im Komplexauge gefunden. Bei der Mutante Rh1 S371A ist

die Rhodopsinmenge nahezu identisch zum Wildtyp (Rh1 S371A-Mutante: 95%).

Eine der Mutanten (Rh1 S362A) weist jedoch mit 120% eine leichte Erh�ohung des

Rhodopsingehaltes im Vergleich zum Wildtyp auf.

F�ur die Mutanten Rh1 S357A und Rh1 S367A wurde f�ur je eine zus�atzliche Linie

der Rhodopsingehalt bestimmt und mit dem vorliegenden Ergebnis verglichen. In

Abb. 4.9 ist der absolute Rhodopsingehalt der weiteren untersuchten Linien in einem

Diagramm dargestellt. Vergleicht man den Rhodopsingehalt des Wildtyps mit diesen
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4. ERGEBNISSE

Linien, so zeigt sich, dass die Rh1 S357A/2-Mutante einen Rhodopsingehalt von 92%

im Vergleich zum Wildtyp aufweist. Die S367A/2-Mutante zeigte im Vergleich zum

Wildtyp einen Rhodopsingehalt von 80%.

Zus�atzlich zur Berechnung des absoluten Rhodopsingehaltes �uber die Di�erenz-

Spektralphotometrie, l�asst sich mit dieser Methode Rhodopsin bzw. Metarhodopsin

spektralphotometrisch charakterisieren. Des weitern kann die Umwandlung von Rho-

dopsin in Metarhodopsin und umgekehrt untersucht werden. Abb. 4.10 zeigt einen

Vergleich der aufgenommenen Di�erenzspektren, die jeweils das gemessene Wildtyp-

Spektrum mit dem Spektrum einer untersuchten Phosphorylierung-Mutante in ei-

nem Graph darstellen. Die Spektren der Mutanten zeigen analog zum Wildtyp-

Spektrum nach Blaubelichtung eine Erh�ohung der Absorption im langwelligen Be-

reich (Abb. 4.10, Wildtyp Kurve 1, Mutante Kurve 3). Diese Erh�ohung dokumentiert

die in allen Extrakten statt�ndende Umwandlung von Rhodopsin in Metarhodopsin.

Au�erdem ist deutlich zu erkennen, dass nach der Rotbelichtung der Extrakte die

Umwandlung des Metarhodopsins in Rhodopsin erfolgt (Abb. 4.10, Wildtyp Kur-

ve 2, Mutante Kurve 4). Die Maxima der Di�erenzspektren von Rhodopsin (circa

480 nm) sowie der Metarhodopsinabsorption (circa 580 nm) stimmen bei allen unter-

suchten Opsinen sichtbar �uberein. Die Analyse der spektralphotometrischen Daten

lassen somit den Schluss zu, dass Mutationen im C-terminalen Bereich des Rh1 -Gens

keinen Einuss auf die spektralen Eigenschaften des Rhodopsins haben. Aufgrund

der untersuchten spektralen Eigenschaften kann davon ausgegangen werden, dass

die prim�aren photochemischen Reaktionen mit dem des Wildtyps �ubereinstimmen.
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Abbildung 4.10: Die Opsine der Phosphorylierungs-Mutanten entsprechen in ihren
spektralen Eigenschaften dem Wildtyp-Opsin. Die spektralen Eigenschaften der verschie-
denen Opsine wurden mittels Di�erenzspektren bestimmt. Hierzu wurden Digitoninextrakte aus
Augen des Wildtyps (Kurve 1 und 3) bzw. der jeweiligen Mutante (Kurve 2 und 4) verwendet.
Kurve 1 und 3: Di�erenzspektrum nach Umwandlung von Rhodopsin zu Metarhopsin nach zwei-
min�utiger Blaubelichtung, Kurven 2 und 4: Umwandlung von Metarhodopsin zu Rhodopsin durch
zweimin�utige Rotbelichtung.
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4. ERGEBNISSE

4.3.4 Lichtaktivierte Arrestin2-Bindung in den

Phosphorylierungs-Mutanten

Die Phosphorylierung des Metarhodopsinzustandes bei Wirbeltieren und die nach-

folgende Bindung von Arrestin sind essentielle Schritte eines Regelkreises der zur

Inaktivierung des aktiven Metarhodopsinzustandes f�uhrt und damit zum Abschal-

ten der Transduktionskaskade. Zur Beurteilung der funktionellen Bedeutung der

Metarhodopsinphosphorylierung von Drosophila-Rh1 Opsin war es deshalb wich-

tig zu untersuchen, ob Wechselwirkungen zwischen Arrestin und Metarhodopsin

durch eine der eingef�uhrten Mutationen beeinu�t wird. Zur Beantwortung dieser

Frage wurden Bindungsexperimente durchgef�uhrt, die die Bindung von Arrestin2,

der mengenm�a�ig am h�ochsten exprimierten Arrestinform im Photorezeptor von

Drosophila, an P-Membranen mit der Bindung von Arrestin2 an M-Membranen

vergleichen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 4.11 dargestellt. Die P-

Membranen (Spuren 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 und 15) weisen analog zum Wildtyp eine

geringe Arrestin2-Bindung auf, die unter Umst�anden auf die Bildung von Metarho-

dopsin in den zentralen Zellen R7 und R8 zur�uckzuf�uhren ist. In Spur 7, in der

Extrakte der P-Membranen der Rh1 S362A-Mutante aufgetragen wurden, ist im

Verh�altnis zu den anderen Spuren in denen P-Membranen aufgetragen wurden, eine

st�arkere Bande bei 49 kDa zu erkennen. Dies legt eine h�ohere AÆnit�at des Arre-

stins zur Rhodopsinform dieser Mutante nahe. Allerdings konnte diese Vermutung

anhand weiterer Blots nicht hinreichend best�atigt werden. Die M-Membranen, (Spu-

ren 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 und 18) zeigen eine deutlich sichtbare erh�ohte Bindung

des Arrestin2 an die P-Membranen im Vergleich zu den M-Membranen. Dabei ist,

die Spur 12 ausgenommen, kein Unterschied der gebundenen Arrestin-Menge an

die P-Membranen der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp auszumachen. Die an

die P-Membranen gebundene Arrestin2-Menge scheint bei der Rh1 S367A-Mutante

(Spur 12) etwas niedriger zu sein, was jedoch nach Auswertung weiterer Blots nicht

best�atigt werden konnte.
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4. ERGEBNISSE

Zusammenfassend ist also nachgewiesen worden, dass alle Phosphorylierungsmu-

tanten einschlie�lich der Mutante ohne Phosphorylierungsstellen in der Lage sind

Arrestin2 zu binden. Die Bindung des Arrestin2 erfolgt somit unabh�angig von den

potenziellen Phosphorylierungsstellen.
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Abbildung 4.11: Lichtinduzierte Bindung von Arrestin2 an die Photorezeptormembran
von Rh1-Phosphorylierungs-Mutanten von Drosophila. Jeweils 50 K�opfe von rotlichtadap-
tierten Fliegen wurden in Pu�er homogenisiert. Die Probe wurde entweder im Dunkeln aufbewahrt
(P) oder mit Blaulicht (M) belichtet. Die Membranen wurden anschlie�end sedimentiert, gewaschen
und in 1x SDS-Probenpu�er extrahiert. Sowohl f�ur die SDS-PAGE als auch f�ur den Immunoblot
wurden von jeder Probe 3�g Protein eingesetzt. A Auftrennung der Proteinextrakte mittels SDS-
PAGE, B anti-Arrestin2-Immunoblot nach Auftrennung der Membranextrakte durch SDS-PAGE,
der Pfeil weist auf die Arrestin2-Bande bei 49 kDa.
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4. ERGEBNISSE

4.3.5 Metarhodopsinphosphorylierung in den

Phosphorylierungs-Mutanten

Zur Quanti�zierung der Phosphorylierung des Rh1-Metarhodopsins wurden mit

Augenhomogenaten der Phosphorylierungs-Mutanten Phosphorylierungsexperimen-

te durchgef�uhrt. Nach der Auftrennung der Membranextrakte mittels SDS-PAGE

(Abb. 4.12 A) wurde autoradiographisch die Phosphorylierung des Rhodopsins bzw.

Metarhodopsins nachgewiesen (Abb. 4.12 B).

Anhand der SDS-PAGE ist deutlich zu erkennen, dass nahezu gleiche Mengen von

allen Membranextrakten aufgetragen wurden. Die Autoradiographie der elektropho-

retisch aufgetrennten Proteine aus P-Membranen zeigt f�ur alle untersuchten Mutan-

ten nur eine schwache Markierung der Opsinbande im Bereich von 32 kDa (Abb. B,

Spuren, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 und 17). Dagegen ist eine deutliche Phosphorylierung

der Opsin-Bande bei den aufgetrennten Proben aus M-Membranen (Abb. B, Spuren

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20) zu beobachten. In allen Spuren au�er der Spur

4 und der Spur 18 ist eine deutliche Bande bei 32 kDa zu erkennen. Bei der Rh1-

Null-Mutante (Abb. B, Spur 4) ist eine sehr schwache Markierung der Opsin-Bande

sichtbar. Diese schwache Phosphorylierung kommt vermutlich durch die anderen in

R7- und R8-Photorezeptorzellen exprimierten Rhodopsine zustande. In der Spur 18

wurde der SDS-Extrakt von Membranproteinen aus M-Membranen der Rh1P1-6!A-

Mutante aufgetragen, bei der alle potenziellen Phosphorylierungsstellen, Serine und

Threonine, im C-terminalen Bereich in jeweils ein Alanin mutiert wurden. Hier ist

ebenfalls eine �au�erst schwache Bande nachweisbar. Die �ubrigen Mutanten weisen

wie zuvor beschrieben eine Phosphorylierung des Opsins auf, die allerdings auch

durch unterschiedliche Intensit�aten der Banden gepr�agt ist. So weist zum Beispiel

die Rh1 S362A-Mutante (Abb. 4.12 B, Spur 10) eine st�arkere Phosphorylierung als

der Wildtyp (Abb. 4.12 B, Spur 2) auf. Da es sich bei dieser Autoradiographie jedoch

eher um einen qualitativen als um einen quantitativen Nachweis der Opsinphospho-

rylierung handelt, ist es unmittelbar nicht m�oglich hinreichende Aussagen �uber den

Phosphorylierungsgrad einzelner Mutanten zu tre�en.
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Abbildung 4.12: Lichtabh�angige Protein-Phosphorylierung in einzelnen Phosphorylie-
rungsmutanten von Drosophila. Augen-Kappen-Pr�aparate wurden homogenisiert und im
Standard-Phosphorylierungsansatz mit 

32-ATP inkubiert. Die Phosphorylierung wurde durch
Belichtung der Membranen mit Blaulicht (M) induziert, w�ahrend die Kontrolle im Dunklen (P)
inkubiert wurde. Die Membranen wurden sedimentiert, gewaschen und anschlie�end in 1x SDS-
Probenpu�er aufgenommen. Aufgetragen wurden Membranextrakte von je 50 Augen. Spuren 1,
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17: P-Membranen. Spuren 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18: M-Membranen.
A Proteinmuster der SDS-PAGE, B Autoradiographie der durch die SDS-PAGE aufgetrennten
Proteinextrakte. Der Pfeil weist auf die Opsinbande bei 32 kDa.
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4. ERGEBNISSE

minimal auftretende Phosphorylierung des Opsins durch andere in den R7- und R8-

Zellen exprimierte Opsine zustande kommt. Dieser E�ekt ist ebenfalls bei der Rh1

T365A- und der Rh1P1-6!A-Mutante zu beobachten. Drei weitere Mutanten (Rh1

S358A, Rh1 S362A und Rh1 S371A) zeigen eine im Vergleich zum Wildtyp niedri-

gere Phosphorylierung des Opsins (Rh1 S358A: circa 0,6, Rh1 S362A: circa 0,3 und

Rh1 S371A: circa 0,6).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass mehrere der potenziellen Phosphor-

ylierungsstellen einen Einuss auf die Rh1-Opsinphosphorylierung des aktivierten

Metarhodopsins haben. Weiterf�uhrend k�onnten sie auf eine multiple Phosphorylie-

rung des Rh1-Opsins von Drosophila melanogaster hindeuten, sowie auf die M�oglich-

keit, dass verschiedene Opsin-Molek�ule an verschiedenen Serin- oder Threoninresten

phosphoryliert werden k�onnen. �Uberraschend ist, dass die Mutante Rh1 S357A eine

deutlich st�arkere Phosphorylierung des Opsins im Vergleich zum Wildtyp zeigt. Eine

solche Hyperphosphorylierung �ndet man auch bei der rdgC-Mutante (siehe 4.1).

Es ist daher anzunehmen, dass die Dephosphorylierung bei dieser Mutante nicht

korrekt abl�auft.

Zusammenfassend l�asst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass es durch die Muta-

tion potenzieller Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich des Rh1-Opsins

zu keinen Defekten der folgenden Funktionen kommt: der Rhodopsinsynthese, dem

Transport zur Membran und der Integration in die Membran. Die eingef�uhrten Mu-

tationen haben au�erdem keinen Einuss auf die Wechselwirkung des Arrestin2 mit

dem lichtaktivierten Rezeptor. Es ist o�enbar, dass die Phosphorylierung im C-

terminalen Bereich des Rhodopsins durch Mutationen an den Positionen S358, S362,

T365 und S371 negativ beeinu�t wird.
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4. ERGEBNISSE

4.4 Einuss der Mutationen von Phosphorylierungsstellen

des Rh1-Rhodopsins auf die Physiologie des Photore-

zeptors

Zur �Uberpr�ufung der Auswirkung der eingef�uhrten Mutationen bzw. der daraus

resultierenden �Anderung in der M-Phosphorylierung auf den Phototransduktions-

prozess wurden Elektroretinogramm (ERG)-Messungen durchgef�uhrt. Weitere Ex-

perimente wurden der Frage gewidmet, ob die Phosphorylierung des Rezeptors den

Turnover des Rhodopsins beeinusst.

4.4.1 Die elektrische Antwort (Elektroretinogramm) in den

Phosphorylierungs-Mutanten

Um Aussagen �uber die �Anderungen der Antwort der einzelnen Phosphorylierungs-

mutanten tre�en zu k�onnen, wurden zun�achst Elektroretinogramme (ERG) der

einzelnen Mutanten auf Ver�anderungen gegen�uber der Reiz-Antwort der Wildtyp-

Retina untersucht. Zu diesem Zweck wird ein durch den Lichtreiz ausgel�ostes Sum-

menpotential aufgezeichnet, das extrazellul�ar gegen den Thorax gemessen wird.

Durch eine kurzfristige Reizung mit Rotlicht (580 nm) kommt es zu einer Depola-

risation, die auf eine Aktivierung der Phototransduktionskaskade durch vergleichs-

weise wenige Rh1-Metarhodopsinmolek�ule zur�uckzuf�uhren ist. Nach Beendigung des

Lichtreizes kehrt das Potential auf die Basislinie zur�uck, da die Transduktionskaska-

de durch die Deaktivierung des Rezeptors gestoppt wird. Diese Depolarisation mit

anschlie�ender R�uckkehr zum Ruhepotential auf einen roten Lichtimpuls (580 nm)

ist in der Abb. 4.14 zu sehen. Alle Phosphorylierungs-Mutanten antworten dem

Wildtyp entsprechend auf diesen roten Lichtreiz.

Anschlie�end werden die Photorezeptoren mit Blaulicht (480 nm) belichtet, das im

Vergleich zu rotem Licht (580 nm) eine wesentlich gr�o�ere Menge an Rh1-Rhodopsin

(d.h. circa 70% der vorhandenen Rhodopsine werden zu Metarhodopsin umgewan-

delt) aktiviert. Es erfolgt eine Depolarisation, der sich ein
"
verl�angertes depolari-

sierendes Nachpotential\ (prolonged depolarizing afterpotential, PDA, (Minke et
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4. ERGEBNISSE

al., 1975; Hamdorf et al., 1979)) anschlie�t. Dieses PDA ist dadurch charakteri-

siert, dass es nach der Blaubelichtung nicht, wie bei der Rotbelichtung, unmittelbar

zu einer R�uckkehr zur Basislinie kommt. Als Ursache wird folgender Mechanismus

diskutiert (Byk et al., 1993): Nach Absorption eines Lichtquants wird Rhodopsin

in Metarhodopsin umgewandelt. Um die Bindung an den lichtaktivierten Metar-

hodopsinzustand konkurrieren das G-Protein, welches in der Lage ist die n�achsten

Schritte der Transduktionskaskade zu aktivieren, und Arrestin, ein Regulatorprote-

in der Sehkaskade. Durch die Bindung des Arrestin2 wird das Metarhodopsin und

damit die nachfolgenden Schritte der Transduktionskaskade inaktiviert. Nach der

Absorption eines weiteren Lichtquants kommt es zur Reisomerisierung des Chromo-

phors, d.h. zur R�uckumwandlung von Metarhodopsin zu Rhodopsin. Als Ergebnis

dieser Konformations�anderung wird Arrestin2 vom Rezeptor freigesetzt. Da durch

Blaubelichtung mehr Rhodopsin in Metarhodopsin umgewandelt wird, als durch die

Bindung des Arrestin2 wieder inaktiviert werden kann, bleibt ein �Uberschuss an

aktiviertem Metarhodopsin. Diese nicht inaktivierten Molek�ule k�onnen die Trans-

duktionskaskade durch Interaktion mit dem G-Protein weiterhin stimulieren. Dies

bedeutet, dass ein depolarisiertes Potential auch nach Beendigung des Lichtstimu-

lus aufrecht erhalten bleibt. Erst durch Rotbelichtung (580 nm) kommt es zu einer

Umwandlung von Metarhodopsin in Rhodopsin und damit zu einer vollst�andigen

Deaktivierung der Kaskade und zur R�uckkehr der Reizantwort auf die Basislinie.

Die in Abb. 4.14 dargestellten ERG wurden an Fliegen durchgef�uhrt, die im Dunklen

aufgezogen und gehalten worden waren. Wie zu zuvor beschrieben, bildet sich nach

Blaubelichtung beim Wildtyp ein prototypisches PDA aus, w�ahrend es nach Rotbe-

lichtung zu einer raschen R�uckkehr zur Basislinie kommt. Die Mutanten (Rh1 S357A,

Rh1 S358A, Rh1 S362A, Rh1 T365A und Rh1 S371A) zeigen ebenfalls einen nor-

malen Eintritt ins PDA nach einem kurzen Blaulichtimpuls. Die R�uckkehr zur Ba-

sislinie nach Rotbelichtung erfolgt ebenfalls analog zum Wildtyp. Ein abweichendes

Verhalten ist bei der Mutante Rh1 S367A zu beobachten: Gegen�uber dem Wildtyp

und den anderen Mutanten ist kein deutliches PDA auf einen Blaulichtimpuls sicht-
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bar. Die Inaktivierung des Rezeptors und damit der gesamten Transduktionskaskade

l�auft o�enbar in diesem Fall e�ektiver ab. Als m�ogliche Erkl�arung l�asst sich die mit

50%, im Vergleich zum Wildtyp, deutlich geringere Rhodopsinmenge anf�uhren. Als

Folge ist das Verh�altnis zwischen Metarhodopsin und Arrestin weiter zum Arrestin

verschoben, das hei�t im Verh�altnis k�onnen mehr Metarhodopsinmolek�ule durch

Bindung von Arrestin2 inaktiviert werden als dies beim Wildtyp m�oglich ist. Zur

St�utzung dieser Aussage wurden weitere ERG-Messungen an einer zweiten Linie

Rh1 S367A/2-Mutante durchgef�uhrt. Die Ergebnisse in Abb. 4.15 zeigen, dass diese

Linie gegen�uber der Rh1 S367A-Mutante einen Wildtyp-�ahnlichen Eintritt ins PDA

aufweisen.

Bei der Rh1P1-6!A-Mutante ist die R�uckkehr zur Basislinie nach dem Rotimpuls

leicht verlangsamt. Ein Einuss auf die Erregbarkeit der Zellantwort und die Aus-

bildung eines verl�angerten Nachpotentials ist jedoch in dieser Mutante nicht festzu-

stellen. Das mutierte Opsin ist also in der Lage, die Phototransduktionskaskade zu

aktivieren. Allerdings kann sie nicht mehr korrekt deaktiviert werden.

Diese Beobachtungen zeigen, dass Einzelmutationen im C-terminalen Bereich des

Rhodopsins o�ensichtlich zu keinen Defekten in der Deaktivierung nach Photorege-

neration f�uhren, w�ahrend ein Austausch aller potenziellen Phosphorylierungsstellen

einen leichten Defekt in der Deaktivierung nach Photoregeneration bewirkt.
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Abbildung 4.14: Elektroretinogramme von Wildtyp-Fliegen und verschiedenen Rh1-
Phosphorylierungs-Mutanten. Die Fliegen wurden nach Aufzucht in Dunkelheit in der Mess-
apparatur nach folgendem Schema mit monochromatischem Licht gereizt: 5 s rot (580nm), 15 s
dunkel, 5s blau (480nm), 15 s dunkel, 5 s blau (480nm), 15 s dunkel, 5 s rot (580nm), 15 s dunkel,
5 s rot (580nm). Die Messungen wurden in Kooperation mit Dipl. Biol. G. Belusic, Universit�at
Ljubljana, angefertigt. n=4
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Abbildung 4.15: Elektroretinogramme der Mutante Rh1 S367A und Rh1 S367A/2 Die
Fliegen wurden nach drei Tagen im Dauerlicht in der Messapparatur nach folgendem Schema mit
monochromatischem Licht gereizt: 5 s rot (580nm), 15 s dunkel, 5 s blau (480nm), 15 s dunkel, 5 s
blau (480nm), 15 s dunkel, 5 s rot (580nm), 15 dunkel, 5 s rot (580nm). Die Messungen wurden
in Kooperation mit Dipl. Biol. G. Belusic, Universit�at Ljubljana, angefertigt. n=4

4.4.2 E�ekte der Mutationen potenzieller Phosphorylierungsstellen des

Rh1-Opsins auf die Degradation des Rhodopsins

Vom �-adrenergen Rezeptor ist bekannt, dass aktivierte Rezeptoren nach einer

Kurzzeitexposition (bis zu einer Stunde) internalisiert werden. Langzeitexpositio-

nen �uber Stunden oder Tage dagegen f�uhren zu einer Degradation des Rezeptors

beziehungsweise zu einer Herunterregulation der Rezeptorgesamtzahl. Dabei wird

die Internalisierung/Degradation des �-adrenergen Rezeptors �uber die Phospho-

rylierung C-terminaler Phosphorylierungsstellen und der Bindung von �-Arrestin

geregelt. Auch f�ur den Fliegenphotorezeptor gibt es Hinweise darauf, dass Metarho-

dopsinmolek�ule, die nicht in der rhabdomerischen Membran zu Rhodopsin regene-

riert werden, einer Degradation unterliegen. Um n�ahere Aussagen �uber den Einuss

von Phosphorylierungsstellen und den Phosphorylierungsgrad auf eine Degradati-

on tre�en zu k�onnen, wurden Fliegen f�ur mehrere Tage im Gr�unlicht gehalten. Die

Gr�unbelichtung induziert eine Verminderung des Rhodopsingehaltes. Als Ursache f�ur

diese Verminderung wird angenommen, das durch das Gr�unlicht zwar Rhodopsin in
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Metarhodopsin konvertiert werden kann, ohne jedoch eine Photoregeneration des

Chromophors auszul�osen. Dadurch erh�oht sich die Metarhodopsinkonzentration in

der Photorezeptorzelle und eine Neusynthese des Rezeptors wird unterbunden. Nach

einer Hypothese von Schwemer (1984) wird das Metarhodopsin verst�arkt aus der

Membran ausgebaut, wodurch es zu einer Abnahme des Gesamt-Sehfarbsto�gehaltes

kommt. Die Untersuchung zum Einuss der Phosphorylierung auf die Degrada-

tion des Rezeptors wurde mit zwei in ihrem Phosphorylierungsgehalt vom Wild-

typ abweichenden Mutanten vorgenommen. Es handelt sich um die Rh1 S358A-

Mutante, bei der das Metarhodopsin zu circa 66% phosphoryliert wird und um die

Rh1S362A-Mutante bei der das Metarhodopsin zu circa 34% phosphoryliert wird.

Diese Fliegen-St�amme wurden parallel mit der entsprechenden Wildtyp-Kontrolle

f�ur f�unf Tage im Gr�unlicht gehalten. Die mittels aufgezeichneter Di�erenzspektren

ermittelte Rhodopsinmenge nimmt innerhalb der ersten 24 Stunden der Gr�unbelich-

tung beim Wildtyp ab (Abb. 4.16). Der relative Rhodopsingehalt sinkt hierbei von

der dunkelexposition-gemessenen Menge an Rh1 (100% Stunde 0) auf circa 79%

nach 24 Stunden ab. Im Auge der Rh1 S358A-Mutante vermindert sich der Rho-

dopsingehalt innerhalb der ersten 24 Stunden auf circa 82%. In Mutante Rh1 S362A

dagegen bleibt der Rhodopsingehalt im Vergleich zur Stunde 0 des Wildtyps stabil.

Die Abnahme des Rhodopsingehaltes in den einzelnen Fliegenst�ammen ist inner-

halb der ersten acht Stunden am st�arksten. In den folgenden 16 Stunden wurde nur

noch eine leichte Ver�anderung registriert. Der Rhodopsingehalt der Wildtyp-Fliegen

und der Rh1 S358A-Mutante hat sich innerhalb von f�unf Tagen st�arker erniedrigt

(Wildtyp: circa 59%,Rh1 S358A: circa 70%) als bei der Rh1 S362A-Mutante, deren

Rhodopsingehalt in dieser Zeit auf durchschnittlich 85% abgesunken ist. Die Ergeb-

nisse zeigen, dass die Degradation des Rh1-Rhodopsins bei der Rh1 S362A-Mutante

zu einem sp�ateren Zeitpunkt einsetzt. Da sich die hier untersuchten beiden Mu-

tanten in ihrer in das Opsin inkorporierten Phosphatmenge um 1/3 unterscheiden,

k�onnte die Phosphorylierung eine Rolle bei der Degradation des Rezeptors spielen.
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Abbildung 4.16: Durch Gr�unlicht induzierte Ver�anderung des Sehfarbsto�gehalts im
Wildtyp und in Rh1-Phosphorylierungsmutanten. Nach Aufzucht in v�olliger Dunkelheit
wurden die verschiedenen Fliegenst�amme f�ur 5 Tage gr�unem Licht ausgesetzt. Es wurden jeweils
Fliegen nach 0 h, 8 h, 16 h, 24 h und 5 Tagen Gr�unbelichtung entnommen. Zu den angegebenen
Zeiten nach Belichtungsbeginn wurde der Rhodopsingehalt der Fliegen spektralphotometrisch in
Extrakten aus je 100 K�opfen bestimmt hellgrauer BalkenWildtyp,dunkelgrauer Balken Rh1 S358A-
Mutante, wei�er Balken Rh1 S362A-Mutante. n=3
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Alle G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) besitzen potenzielle Phosphory-

lierungsstellen im C-terminalen Bereich des Proteins. Die Funktion der Phosphory-

lierung ist jedoch bei vielen dieser Rezeptoren noch nicht gekl�art. Der im Rahmen

dieser Arbeit genauer untersuchte GPCR ist ein Sehfarbsto�, das Rh1-Rhodopsin

der Tauiege Drosophila melanogaster. Die molekularen Mechanismen, �uber die Rh1

die Umwandlung eines Lichtreizes im Fliegenauge in ein elektrisches Signal ausl�ost,

sind gut untersucht, wenn auch noch nicht in allen wichtigen Details gekl�art. Zur

Funktion der lichtabh�angigen Phosphorylierung dieses Rezeptors gab es zu Beginn

dieser Arbeit nur erste, zum Teil widerspr�uchliche Anhaltspunkte. Aus Analysen

einer Mutante, bei der der C-terminale Bereich im Rh1 ab der Position 356 deletiert

ist, konnte gemutma�t werden, dass die Phosphorylierung von Rh1 keine essenti-

elle Funktion bei der Ausbildung der elektrischen Reizantwort hat (Vin�os et al.,

1997). Ein eindeutiger Schluss konnte aber nicht gezogen werden, da wichtige regu-

latorische Abschnitte des Rh1 in dieser Mutante fehlen k�onnten. Die Ergebnisse von

Untersuchungen an einer weiteren Mutante, bei der alle Serin- und Threoninreste im

C-terminalen Bereich durch Alanin substituiert wurden, legen jedoch die Vermutung

nahe, dass die Phosphorylierung von Rh1 f�ur die vollst�andige Deaktivierung des ak-

tiven Metarhodopsinzustandes (M) und dessen R�uckf�uhrung in den aktivierbaren

Rhodopsinzustand (P) notwendig ist (Schillo, 2001). Ein prinzipielles Problem

bei Untersuchungen eines an multiplen Stellen mutierten Gens ist, dass nicht ab-

schlie�end beurteilt werden kann, ob im Ph�anotyp auftretende Eigenschaften auf die

Einf�uhrung mehrerer Mutationen oder auf das Fehlen von Phosphorylierungsstellen
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zur�uckzuf�uhren ist. Mit Wissen um die Problematik wurden in der vorliegenden

Arbeit Transformanten erzeugt, bei denen jeweils eine der potenziellen Phosphory-

lierungsstellen zu nicht phosphorylierbarem Alanin mutiert wurde. So konnte der

Frage nachgegangen werden, welche der sechs potenziellen Phosphorylierungsstellen

wirklich phosphoryliert werden. Es wurde zun�achst gepr�uft, ob die Enzymausstat-

tung der Rh1 exprimierenden Photorezeptoren auch die Phosphorylierung ektopisch

exprimierter, mit unterschiedlichen Mustern an Phosphorylierungsstellen ausgestat-

teten, Rhodopsine gew�ahrleistet.

5.1 Redundanz der Phototransduktionskaskaden

In den Photorezeptoren von Drosophila werden sechs unterschiedliche Rhodopsine

exprimiert, wobei Rh2 in den Ocelli und nicht im Komplexauge exprimiert wird.

In den Ommatidien des Komplexauges macht das Rh1-Rhodopsin der peripheren

Photorezeptorzellen R1-R6 etwa 90% des im gesamten Komplexauge exprimierten

Sehfarbsto�es aus (Paulsen, 1984; Smith et al., 1991), w�ahrend der Anteil der �ubri-

gen Rhodopsine, die in den R7-Zellen und R8-Zellen exprimiert werden, nur circa

10% betr�agt. Vor dem Hintergrund, dass unterschiedliche Rezeptorzellen durch die

Expression bestimmter Rhodopsine f�ur unterschiedliche Lichtqualit�aten optimiert

sind, stellt sich nun die Frage, ob sich diese Di�erenzen auch bei weiteren Kom-

ponenten der Signaltransduktionskaskade wieder�nden lassen. In Untersuchungen

mit Transformanten, die die Rhodopsine Rh2{Rh6 in den R1-6 Photorezeptorzellen

ektopisch exprimieren, hat sich gezeigt, dass die Rh2{Rh6 Rhodopsine nach ihrer

Aktivierung in der Lage sind, die Rh1-abh�angige Transduktionskaskade auszul�osen.

Die Frage nach der Identit�at beziehungsweise der Kompatibilit�at der Komponenten

von Signaltransduktionskaskaden in unterschiedlichen Photorezeptorzellen war, f�ur

den Aspekt der Rezeptorphosphorylierung mit Hilfe ektopisch exprimierter Rhodop-

sine, bisher nicht untersucht worden. In dieser Arbeit wurde nun erstmals gezeigt,

dass die Rhodopsine Rh2{Rh5 bei Expression unter Kontrolle des Rh1-Promotors

(d.h. in den Photorezeptorzellen R1{R6) nach Lichtaktivierung wie Rh1 phosphory-
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liert werden. Die Phosphorylierbarkeit erscheint also als eine evolution�ar konservier-

te Eigenschaft der Sehfarbsto�e bei Drosophila melanogaster, auch wenn die exakte

Beibehaltung der Position der Phosphorylierungsstellen im C-terminalen Bereich

nicht gegeben ist.

Eine lichtabh�angige Phosphorylierung von Rh6 lie� sich allerdings nicht nachwei-

sen. Dies k�onnte darauf zur�uckzuf�uhren sein, dass Rh6 nach der lichtinduzierten

Umwandlung in Metarhodopsin relativ schnell zerf�allt. So konnten Salcedo et al.

(1999) mittels Spektralphotometrie von Digitonin-Extrakten der ektopisch Rh6 ex-

primierenden Mutante zeigen, dass bei Temperaturen von 10 ÆC keine stabile Metar-

hodopsinform detektierbar ist. Alternativ hierzu w�are es denkbar, dass die Rhodop-

sinkonzentration in dieser Mutante zu gering ist (Henrich, 1998), um eine lichtin-

duzierte Phosphorylierung zu detektieren. F�ur die Rhodopsine Rh2{Rh5 l�asst sich

folgern, dass ihre lichtabh�angige Phosphorylierung durch die bisher noch nicht iden-

ti�zierte Rh1-Rhodopsinkinase der Photorezeptorzellen R1{R6 unabh�angig von der

im C-Terminus dieser Rhodopsine existierenden unterschiedlichen Positionierung der

Phosphorylierungsstellen katalysiert wird.

F�ur die Photorezeptorzellen R1{6 ist bekannt, dass Arrestin2 lichtabh�angig phos-

phoryliert wird (Komori et al., 1994) und an das lichtaktivierte Rh1-Rhodopsin

bindet (Bentrop et al., 1993; Schillo, 1997). Analog zur Metarhodopsin Interak-

tion mit der Rezeptorkinase stellt sich die Frage, ob Arrestin2 auch lichtabh�angig

an die verschiedenen Rhodopsine bindet. Es konnte gezeigt werden, dass das phos-

phorylierte Arrestin2 ebenso an die lichtaktivierten Rhodopsine Rh2{Rh5 bindet.

Eine Bindung des Arrestin2 an das Rh6-Metarhodopsin l�asst sich jedoch nicht be-

obachten, vermutlich aus den bereits genannten Gr�unden, die auch den Nachweis

einer lichtabh�angigen Phosphorylierung verhindern. Damit gilt als gesichert, dass

auch in den Photorezeptoren R7/R8 die Deaktivierung des jeweiligen Rhodopsins

durch Arrestin2 vermittelt wird. Auch von Arrestin1 ist bekannt, dass es an das

lichtaktivierte Rh1-Rhodopsin bindet (Schillo, 2001). Die Bindungsversuche mit

Arrestin1 zeigen, dass Arrestin1 ebenfalls an die Metarhodopsin-Form aller Rho-
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dopsine binden kann. Da nach der Entschl�usselung des Drosophila-Genoms nur ein

weiteres Arrestin identi�ziert werden konnte (Roman et al., 2000), dieses aber nicht

in Photorezeptoren exprimiert wird, d�urfte der Bindungsmechanismus f�ur Arrestin2

beziehungsweise Arrestin1 in allen Rhodopsin-exprimierenden Zellen von Drosophila

konserviert sein.

5.2 Einuss der eingef�uhrten Mutationen auf die Expressi-

on und Lokalisation des Rh1-Opsins

In zahlreichen F�allen ist f�ur die Rhodopsine der Vertebraten und der Invertebraten

gezeigt worden, dass Rhodopsin-Mutanten zu Defekten in den Photorezeptormo-

lek�ulen und daran gekoppelt zur retinalen Degeneration f�uhren (Bentrop, 1998).

F�ur das Vertebraten Rhodopsin (Maus und Schwein) sind zwei C-terminale Mutan-

ten bekannt, deren Mutationen zu spezi�schen Defekten im Transport zum Aus-

sensegment f�uhren. Dabei handelt es sich um eine Mutante, bei der die letzen f�unf

Aminos�auren des C-Terminus deletiert sind und um eine Mutante, bei der Prolin

347 durch ein Lysin substituiert ist. Bei beiden Mutanten kommt es zu keinem

korrekten Targeting, das Rhodopsin verbleibt fehllokalisiert im Innensegment des

St�abchens (Li et al., 1998; Sung et al., 1994). Eine Mutante, bei der die letzten

15 Aminos�auren des Rhodopsins deletiert wurden, zeigt dagegen interessanterweise

eine normale Expression des Rhodopsins (Chen et al., 1995). Bei Drosophila ist

eine Mutante bekannt, der ein St�uck des C-terminalen Bereichs (Rh1�356) fehlt.

Sie zeigt eine normale Expression des Rhodopsins (Vin�os et al., 1997). Da aber

ein Einuss einzelner mutierter Aminos�auren im C-Terminus des Rh1-Opsins nicht

ausgeschlossen werden konnte, wurden die Expression des Rhodopsins, die Prozes-

sierung und die Translokation in die rhabdomerische Membran bei den einzelnen in

dieser Arbeit hergestellten Mutanten �uberpr�uft. Es sind n�amlich Punktmutationen

bekannt, die zum Beispiel dazu f�uhren, dass die Reifung des Rhodopsins nicht rich-

tig erfolgen kann. So sind Opsinmolek�ule, die aufgrund einer Punktmutation nicht

glykosyliert werden k�onnen, eher unstabil und werden rasch degradiert (Huber et
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al., 1994;Bentrop et al., 1997). F�ur die potenziellen Phosphorylierungstellen im C-

terminalen Bereich von Rh1 wurde hier gezeigt, dass ihre Substitution durch Alanin

keinen Einuss auf Expression, Prozessierung oder Transport des Rhodopsins hat.

Zusammen mit Datenbankinformationen �uber andere Mutationen in diesem Bereich

kann daher gefolgert werden, dass der C-Terminus von Rh1 keine Bindungsdom�anen

f�ur Proteine aufweist, die eine Rolle beim Targeting haben.

5.3 Regulation der Arrestin-Bindung

Bei den Vertebraten ist die Phosphorylierung des lichtaktivierten Metarhodopsins

Voraussetzung f�ur die Bindung des Arrestins (Schleicher et al., 1989). Die Interak-

tion des Metarhodopsins mit dem Arrestin f�uhrt zu einer Deaktivierung des Rezep-

tors und damit zur Hemmung der G-Protein Aktivierung (Ranganathan & Ste-

vens, 1995). Die Rezeptorphosphorylierung ist jedoch nicht bei allen GPCR Voraus-

setzung f�ur die Arrestinbindung. So ist zum Beispiel vom Lutropin/Choriogonado-

tropin-Rezeptor bekannt, dass die Assoziation mit Arrestin eher von der Aktivie-

rung als von der Rezeptorphosphorylierung abh�angt (Min et al., 2002). Auch bei

Drosophila ist davon auszugehen, dass Arrestin2 vor der Phosphorylierung des licht-

aktivierten Metarhodopsins an dieses bindet, da die Halbwertszeit f�ur die maximale

Besetzung von Metarhodopsin mit Arrestin2 nur 30 Sekunden betr�agt (Plangger

et al., 1994), w�ahrend die Phosphorylierung mit einer Halbwertszeit von circa 7 Mi-

nuten abl�auft (Paulsen, 1984). Wie die Ergebnisse in Kapitel 4.3.4 zeigen, weist

Arrestin2 bei allen untersuchten Mutanten eine h�ohere AÆnit�at zum Metarhodopsin

auf. Es macht o�ensichtlich keinen Unterschied, ob potenzielle Phosphorylierungs-

stellen, d.h. alle Serin- oder Threoninreste gegen ein Alanin ausgetauscht wurden

oder nur singul�are Substitutionen eingef�uhrt wurden. Diese Beobachtungen lassen

den Schluss zu, dass keine der potenziellen Phosphorylierungsstellen im C-Terminus

von Rh1 Voraussetzung f�ur die lichtabh�angige Bindung von Arrestin2 ist. Zusammen

mit den Untersuchungen an Drosophila Rh1-Mutanten bei denen der C-terminale

Bereich des Sehfarbsto�es deletiert ist oder bei denen alle C-terminal lokalisierten
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Serine mutiert wurden (Kiselev et al., 2000), zeigen die hier ermittelten Daten,

dass im Falle des Drosophila-Rhodopsins weder die lichtabh�angige Phosphorylierung

noch die phosphorylierbaren Aminos�auren per se f�ur die Bindung von Arrestin not-

wendig sind. Die regulatorische Rolle der Arrestinbindung bei der Metarhodopsin-

Deaktivierung ist demzufolge unabh�angig von der Rezeptorphosphorylierung.

5.4 Charakterisierung der potenziellen Phosphorylierungs-

stellen

Die Phosphorylierung des lichtaktivierten Metarhodopsins von Drosophila beschr�ankt

sich nach den bisherigen Erkenntnissen auf den C-terminalen Bereich des Rezep-

tors, was bisher anhand von zwei Mutanten gezeigt werden konnte. Bei einer dieser

Mutanten ist der C-Terminus ab der Position 356 deletiert (Vin�os et al., 1997),

wodurch auch alle potenziellen Phosphorylierungsstellen entfernt wurden, w�ahrend

bei der anderen Mutante alle Serin- und Threoninreste durch ein Alanin substitu-

iert vorliegen (Schillo, 2001). Da anhand dieser Mutanten keine Aussagen �uber

Aufgabe und Funktion der einzelnen Serin- oder Threoninreste getro�en werden

kann, wurden in dieser Arbeit Mutanten erzeugt, bei denen jeweils ein Serin- oder

Threoninrest durch ein Alanin ersetzt worden ist. Auf diese Weise konnte untersucht

werden, welche Bedeutung die einzelnen Stellen f�ur die Phosphorylierung haben, oh-

ne gr�o�ere strukturelle Ver�anderungen hervorzurufen, wie das durch Deletion eines

gro�en Genbereichs oder durch Einf�uhrung multipler Mutationen erwartet werden

k�onnte.

Zun�achst wurde untersucht, welche der potenziellen Phosphorylierungsstellen die

Phosphorylierung des Rezeptors beeinussen. Die Mutantenanalyse zeigt, dass vier

der sechs m�oglichen Stellen eine Rolle bei der Phosphorylierung spielen (S358, S362,

T365, S371). Dabei wird das Opsin der Rh1 T365A Mutante nicht phosphoryliert,

das hei�t aus dieser Mutation resultiert eine Null-Mutante bez�uglich der Phospho-

rylierung. Bei der Rh1 S362A Mutante wird das Opsin zu etwa 34% phosphoryliert,

w�ahrend die Mutanten Rh1 S358A und Rh1 S371A zu je etwa 66% beziehungs-
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A: 346-CCVFGKVDDGKSSDAQSQATASEAESKA-373

B: 344-CCVFGKVDDGKASDATSQATNNESETKA-371

Abbildung 5.1: Die bei Drosophila phosphorylierten Aminos�auren liegen bei Calliphora
konserviert vor. Die grauen K�astchen kennzeichnen Aminos�auren, deren Mutation die Rezep-
torphosphorylierung des Drosophila-Rh1 beeinusst. A C-terminale Bereich des Rh1-Opsins von
Drosophila, B C-terminale Bereich des Rh1-Opsins von Calliphora.

weise etwa 69% phosphoryliert werden. Dies deutet auf eine Phosphorylierung des

Rh1-Metarhodopsins an mehreren Positionen hin, �ubereinstimmend mit Phosphory-

lierungsexperimenten am hoch homologen Calliphora Rh1, bei dem ein Einbau von

drei bis vier Phosphatresten pro Opsinmolek�ul gemessen werden kann (Paulsen

& Bentrop, 1986). Interessanterweise sind die vier Serine beziehungweise Threo-

nine, deren Mutation die Rezeptorphosphorylierung beeinusst (S358, S362, T365

und S371), bei Drosophila melanogaster und Calliphora vicina positionell konser-

viert (siehe Abb. 5.1). Die zwei �ubrigen Phosphorylierungsstellen sind dagegen nicht

positionell konserviert. Es ist daher zu vermuten, dass nicht nur die Phosphory-

lierungsstellen, sondern auch die Abfolge mit der sie phosphoryliert werden, bei den

Rh1-Homologen �ubereinstimmt.

Aus diesen Daten l�asst sich in Analogie zu den Verh�altnissen im Wirbeltier-Photo-

rezeptor ein Modell f�ur die sequenzielle Phosphorylierung des Rh1 Rhodopsins auf-

stellen. Dabei wird von zwei Annahmen ausgegangen:

1. Im exprimentellen Ansatz wird die maximal m�ogliche Phosphorylierung er-

reicht. Das ist dadurch sicher gestellt, dass Inkubationszeiten gew�ahlt wur-

den, die sich im ges�attigten Bereich der Phosphorylierungs-Kinetik be�nden

(Plangger et al., 1994).

2. Die Phosphorylierung erfolgt bei allen Metarhodopsinmolek�ulen in der gleichen

Sequenzabfolge. Diese Annahme wird dadurch bekr�aftigt, dass sich die Wer-

te f�ur den Phosphateinbau in den unterschiedlichen Mutanten in statistisch

abgesicherte Inkremente von 0%, circa 33%, circa 66%, und 100% bewegen.

76



5. DISKUSSION

Im hier aufgestellten Modell wird von einer Phosphorylierung an drei Stellen aus-

gegangen. Dieser Wert stimmt in etwa mit dem experimentell ermittelten �uberein

(Bentrop & Paulsen, 1986), und er kann die Abstufung der in den verschiede-

nen Mutanten gemessenen Phosphateinbauraten 0 bzw. 1/3 bzw. 2/3 bzw. 3/3 des

Wildtyp-Wertes erkl�aren. Der Position T365 wird in diesem Modell ausschlie�lich

eine regulative Funktion zugesprochen, da die Mutation T365A die Phosphorylie-

rung komplett unterdr�uckt. Diese Annahme wird dadurch unterst�utzt, dass bei einer

Mutante, der alle C-terminalen Serine nicht aber T365 durch Alanin ersetzt wur-

den, keine Phosphorylierung des Threonins nachzuweisen ist (Kiselev et al., 2000).

S362 stellt die initiale Phosphorylierungsstelle dar. Die Phosphorylierung von S362

f�ordert die Phosphorylierung der beiden sekund�aren Phosphatakzeptoren S358 und

S371. Ist S362 mutiert, so ist die Phosphorylierung dieser beiden Aminos�auren ge-

hemmt, und es wird insgesamt nur ein Phosphatrest, entweder an der Postition S358

oder an der Postition S371, pro Opsinmolek�ul eingebaut. Daher reduziert die Mu-

tation Rh1 S362A den Phosphateinbau auf 1/3 des Wildtyp-Wertes. Im Falle der

Mutation Rh1 S358A bzw. Rh1 S371A werden S362 und S371 bzw. S362 und S358

phosphoryliert, und es ergibt sich eine Phosphateinbaurate von 2/3 des Wildtyps.

Auch eine andere leicht abgewandelte Modellvariante ist vorstellbar. Geht man da-

von aus, dass durch den Austausch aller Serine gegen ein Alanin gr�o�ere strukturelle

Ver�anderungen im C-terminalen Bereich des Rhodopsins eingef�uhrt werden, so kann

es m�oglich sein, dass das Threonin an der Position 365 aufgrund der strukturellen

Ver�anderungen nicht phosphoryliert werden kann. Dies bedeutet aber im Gegensatz

zu dem oben entworfenen Modell, dass dem Threonin an der Position 365 nicht

nur eine regulatorische Rolle zukommt, sondern dass es selbst auch phosphoryliert

werden kann. Demnach erm�oglicht erst die Phosphorylierung des Threonins (T365)

die Phosphorylierung weiterer potenzieller Phosphorylierungsstellen. S362 stellt die

zweite Stelle dar, die phosphoryliert wird. Im Anschluss daran wird entweder die

Positionen S358 oder S371 phosphoryliert.
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Das hier f�ur die multiple Phosphorylierung des Rh1-Rhodopsins von Drosophila auf-

gestellte Modell entspricht im Wesentlichen den Erkenntnissen, die �uber die Phos-

phorylierung des Wirbeltier-Rhodopsins bekannt sind. Die Rhodopsine von Rind und

Maus k�onnen unter extremen Lichtbedingungen in vitro an je bis zu sieben Stellen

phosphoryliert werden (Wilden & K�uhn, 1982; Mendez et al., 2000). In der Re-

gel werden in vitro jedoch nur Phosphorylierungen von bis zu drei Phosphatgruppen

pro Rhodopsin-Molek�ul gemessen. In einer Reihe von Publikationen wird diskutiert,

dass die Rhodopsin-Phosphorylierung sequenziell erfolgt, wobei sich hinsichtlich der

Reihenfolge geringf�ugige Abweichungen ergeben. Massenspektroskopische Untersu-

chungen an Rhodopsin, das in isolierten St�abchenau�ensegmenten (ROS) der Rin-

derretina phosphoryliert wurde, ergaben, dass in monophosphoryliertem Rhodopsin

vorrangig entweder der Serinrest S338 oder S343 eine Phosphatgruppe tr�agt (Papac

et al., 1993; McDowell et al., 1993; Ohguro et al., 1993, 1994, 1996). Welche

Form des monophosphorylierten Opsins dabei �uberwiegt, scheint wiederum von den

experimentellen Bedingungen abzuh�angen. Im Falle eines multiplen Phosphatein-

baus wird zuerst S338 (Ohguro et al., 1993, 1994) oder S343 (Pullen & Akht-

ar, 1994) phosphoryliert, dann das jeweils andere Serin. Der dritte Phosphatrest

wird an T336 gekoppelt (Pullen & Akhtar, 1994). Ohguro et al. (1993) dis-

kutieren, dass die Reihenfolge der Zweit- und Dritt-Phosphorylierung an S343 bzw

T336 variabel ist. Diese Ergebnisse lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass

Wirbeltierrhodopsin vorrangig an drei Aminos�auren, S338, S343 und T336, phospho-

ryliert wird. Dabei dient eines der beiden Serine als prim�arer Phosphataktzeptor.

In geringem Umfang k�onnen jedoch auch S334, T335, T340 und T342 phospho-

ryliert werden (McDowell et al., 1993; Pullen & Akhtar, 1994; Mendez et

al., 2000). Bei Untersuchungen von in vivo phosphoryliertem Opsin, die prinzipiell

geeigneter erscheinen, die tats�achliche Abfolge der Phosphorylierungsschritte auf-

zuzeigen, konnten bis jetzt jedoch ausschlie�lich monophosphorylierte Rhodopsine

nachgewiesen werden (Ohguro et al., 1995, 1996). Vermutlich verhindert die im

Photorezeptor vorhandene Rhodopsinphosphatase die Akkumulation h�oher phos-
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phorylierter Rhodopsin-Spezies. Die bevorzugten Phosphorylierungsstellen entspre-

chend weitgehend den in vitro ermittelten: S338, S343 und S344 (Ohguro et al.,

1996).

Die Untersuchungen am Wirbeltier-Rhodopsin zeigen zum einen, dass die induzierte

Phosphorylierung mit gro�er Wahrscheinlichkeit sequenziell abl�auft, auch wenn es

geringf�ugige Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen einzelner Studien gibt. Zum

anderen zeigt sich, dass zwei unterschiedliche experimentelle Ans�atze zur Aufstel-

lung und Absicherung eines Modells f�ur die sequenzielle Phosphorylierung notwen-

dig sind: die Mutantenanalyse, die auch die regulativen Funktionen einzelner Ami-

nos�auren aufzeigen kann, und die Massenspektroskopie, die untersucht, welche Ami-

nos�auren tats�achlich phosphoryliert werden. Der letztgenannte Aspekt schlie�t sich

direkt an die hier vorgestellten Untersuchungen an und wird zur Zeit im Rahmen

einer fortf�uhrenden Doktorarbeit untersucht.

5.5 Einuss der Phosphorylierung auf die Deaktivierung der

Reizantwort

Physiologische Auswirkungen der in das Rhodopsin eingebrachten Mutationen las-

sen sich anhand von Aufzeichnungen von Elektroretinogrammen (ERG) nachweisen.

Das Modellsystem von Drosophila melanogaster ist hierzu sehr gut geeignet, da sich

bei Drosophila, im Vergleich zum Aufwand bei der Herstellung von Mutanten bei

Wirbeltieren, in relativ kurzer Zeit und relativ einfach gew�unschte Mutanten er-

zeugen lassen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zun�achst gezeigt werden, dass die

Substitution einzelner potenziell phosphorylierbarer Aminos�auren im C-terminalen

Bereich des Rh1-Rhodopsins keinen Einuss auf die Aktivierung der Transdukti-

onskaskade aus�uben. Das entspricht den Erwartungen, da die Mutante, bei der alle

Serin- und Threoninreste durch ein Alanin ersetzt sind, ebenfalls eine Aktivierung

der Transduktionskaskade ausl�ost (Schillo, 2001). Des weiteren konnte nachgewie-

sen werden, dass durch die Substitution einzelner im C-terminalen Bereich vorkom-

mender Serine oder Threonine keine Defekte in der Deaktivierung der Reizantwort
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auftreten. Nach Photoregeneration vom Metarhodopsin zum Rhodopsin kommt es

bei allen Phosphorylierungsmutanten zu einer dem Wildtyp �ahnlichen Repolarisa-

tion der Rezeptorzelle aus dem PDA-Zustand. Dies steht im Einklang mit dem

ERG der Drosophila-Mutante, bei der der alle Phosphorylierungsstellen umfassen-

de C-terminale Bereich deletiert wurde. Auch hier konnten keine Defekte in der

Deaktivierung gezeigt werden (Vin�os et al., 1997). Interessanterweise zeigt die Mu-

tante Rh1P1-6!A, bei der alle Serin- bzw. Threoninreste durch ein Alanin ersetzt

worden sind, einen leichten Deaktivierungse�ekt, der sich in einer leicht verz�ogerten

R�uckkehr aus dem PDA zur Basislinie �au�ert (siehe Abb. 4.14). Es wurde zun�achst

angenommen, dass dieser Defekt auf die fehlende Phosphorylierung des Rezeptors

zur�uckzuf�uhren ist. Die Phosphorylierung wurde dabei als Teilschritt intramoleku-

larer Konformations�anderungen angesehen, bei denen das Rhodopsin vollst�andig

durch Lichtreaktionen in seine Ausgangskonformation, den P-Zustand, �uberf�uhrt

wird. Da aber bei einer anderen Phosphorylierungs-Mutante (Rh1 T365A) ebenfalls

keine Phosphorylierung des Rezeptors gezeigt werden konnte, kann davon ausgegan-

gen werden, dass die Phosphorylierung des Rezeptors in keinem direkten Zusammen-

hang mit der Deaktivierung des Rezeptors steht. Die leicht verlangsamte R�uckkehr

zum Ruhepotential l�asst sich demnach bei der Rh1PP1-6!A-Mutante vermutlich auf

zu massive, strukturelle Ver�anderungen durch die sechs im C-terminalen Bereich

ausgetauschten Aminos�auren zur�uckf�uhren.

Alle Phosphorylierungs-Mutanten mit Ausnahme der Rh1 S367A-Mutante zeigen bei

Blaubelichtung im Vergleich zum Wildtyp einen normalen Eintritt ins PDA. Die bei

der Rh1 S367A fehlende deutliche Bildung eines PDA ist mit gro�er Wahrscheinlich-

keit auf den gegen�uber demWildtyp verminderten Rhodopsingehalt zur�uckzuf�uhren.

So generiert die Blaubelichtung zwar dasselbe Verh�altnis (P 30%, M 70%), absolut

gesehen enth�alt die Photorezeptormembran aufgrund der geringen Gesamt-Menge

vom Rhodopsin (48%) jedoch nur circa 34% Metarhodopsin anstelle von 70%.

Die Gesamtmenge des gebildeten Metarhodopsins liegt damit in der N�ahe der 20%

Grenze, bei der die Bildung eines PDAs durch das vorhandene Arrestin vollst�andig
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blockiert wird. Mit Blick auf Abb. 4.3.4 kann davon ausgegangen werden, dass die

an das Metarhodopsin gebundene Arrestin2-Menge in Wildtyp Fliegen und der Rh1

S367A-Mutante gleich ist. Diese These wird zus�atzlich dadurch gest�utzt, dass in

einer zweiten Linie dieser Mutante (Rh1 S367A/2), die einen fast doppelt so hohen

Rhodopsingehalt (80%) aufweist, ein deutliches PDA erzeugt wird. Hier wurden im

Vergleich zum Wildtyp (70%) nur 56% Metarhodopsin gebildet.

Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass weder die Phosphorylierung einzel-

ner potenzieller Phosphorylierungsstellen noch die Aminos�auren Serin oder Threonin

bei der Deaktivierung eine Rolle spielen. Der Phosphorylierung des Rh1-Rhodopsins

muss demnach eine andere wichtige Funktion zukommen.

5.6 Metarhodopsinphosphorylierung als Signal f�ur Interna-

lisierung

Die Internalisierung und Degradation membranst�andiger Rezeptorproteine ist ein

weit verbreiteter Mechanismus, mit dem Zellen ihre Leistungen an Ver�anderungen

von �ausseren Signalen anpassen (Krupnick & Benovic, 1998; Ferguson, 2001).

Bei vielen GPCR stellt die reizinduzierte Phosphorylierung einen Regulationsme-

chanismus f�ur die Internalisierung dar (Ferguson et al., 1995; Naik et al., 1997;

Pals-Rylaarsdam & Hosey et al., 1997). Es gibt jedoch auch GPCRs, die phos-

phorylierungsunabh�angig internalisiert werden (Malecz et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wird nun gezeigt, dass die lichtinduzierte Degradation des

Rh1-Rhodopsins von Drosophila melanogaster phosphorylierungsabh�angig ist. Un-

ter Lichtbedingungen, bei denen st�andig Rhodopsin in Metarhodopsin umgewandelt

wird, w�ahrend gleichzeitig die Photoregeneration des Chromophors verhindert ist,

nimmt die Gesamtmenge des Sehfarbsto�es im Photorezeptor bei Wildtyp-Fliegen

ab. Entsprechendes gilt f�ur Mutante Rh1 S358A, deren lichtinduzierte Opsinphos-

phorylierung verglichen mit den Wildtyp um 34% reduziert ist. In der Mutante Rh1

S362A (Reduktion der Metarhodopsinphosphorylierung um 66%) bleibt die Seh-

farbsto�menge innerhalb der ersten 24 Stunden nach Belichtung konstant. Dieser
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E�ekt wurde bereits von Schillo (2001) f�ur die nicht phosphorylierbare Mutante

Rh1P1-6!A beschrieben.

Im geschilderten Essay wurde die Gesamtmenge des spektralphotometrisch nach-

weisbaren Sehfarbsto�es, Rhodopsin und Metarhodopsin, im Fliegenauge bestimmt.

Diese Messung erfasst sowohl Sehfarbsto�molek�ule in der rhabdomerischen Mikrovil-

lusmembran, als auch intakte Molek�ule in internalisierten Vesikeln. Eine Abnahme

der Sehfarbsto�menge ist daher gleichbedeutend mit einer Degradation des Sehfarb-

sto�es, beginnend mit der Aufspaltung in Chromophor und Apoprotein. Die Mes-

sergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass die Degradation des Rh1-Rhodopsins

unter den geschilderten Belichtungsbedingungen innerhalb der ersten 24 Stunden

nach Belichtungsbeginn phosphorylierungsabh�angig ist. N�aherungsweise konnte in

der vorliegenden Arbeit ein Phosphorylierungsschwellenwert von 50% bestimmt wer-

den. Bei Reduktion der Gesamt-Sehfarbsto�-Phosphorylierung um 1/3 erfolgt eine

Degradation wie im Wildtyp, w�ahrend bei einer Reduktion um 2/3 die Degradation

komplett geblockt ist.

Auch f�ur andere GPCRs wird beschrieben, dass die Stimulierung der Internalisierung

durch die Rezeptorphosphorylierung nicht nach einem Alles-oder Nichts-Prinzip er-

folgt, sondern von der Anzahl der gebundenen Phosphate abh�angt. So ist vom Step2,

einem Pheromon-Rezeptor von Saccharomyces cerevisiae, bekannt, dass er in der

Zelle konstitutiv phosphoryliert vorliegt, und nach Aktivierung durch Ligandenbin-

dung hyperphosphoryliert wird. Im Falle von Step2 ist die Hyperphosphorylierung

eine der Voraussetzungen f�ur die Internalisierung des Rezeptors (Hicke et al., 1998).

Damit ist erstmals eine physiologische Rolle der Metarhodopsin-Phosphorylierung

beim Proteinturnover in Photorezeptorzellen beschrieben. Kiselev et al. (2000) lei-

ten aus ihren Arbeiten ab, dass phosphoryliertes, internalisiertes Metarhodopsin eine

Apoptose der Photorezeptorzelle ausl�osen kann. Diese Funktion der Metarhodopsin-

Phosphorylierung kann jedoch nicht als physiologisch relevant gelten, da die terminal

di�erenzierten Sinneszellen im Auge der Fliege unter normalen Umweltbedingungen

keine Apoptose durchlaufen.
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Zus�atzlich zu der oben diskutierten, phosphorylierungs-abh�angigen Degradation des

Rh1-Opsins ist ein weiterer Abbauweg anzunehmen. Nach einer l�angeren konstanten

Belichtung (f�unf Tage) ist zu beobachten, dass in allen drei untersuchten St�ammen

eine �ahnliche Abnahme des Rhodopsingehalts erfolgt. Dies weist darauf hin, dass

man zwischen einer schnellen phosphorylierungsabh�angigen Degradation und einer

langsamen phosphorylierungsunabh�angigen Degradation des Rezeptors unterschei-

den kann. Diese beiden Wege sind unter den Bedingungen des Gr�unlichtexprimentes

deutlich zu erkennen.

Folgendes Modell l�asst sich f�ur die beiden Degradationswege des Rh1-Rhodopsins

postulieren:

Von den �-adrenergen Rezeptoren ist bekannt, dass eine kurze Expositionszeit (bis

zu einer Stunde) mit dem Agonisten zu einer Internalisierung des Rezeptors f�uhrt.

Dieser wird im endozytotischen Kompartiment dephosphoryliert und zur Membran

zur�ucktransportiert. Eine lange Exposition des Rezeptors mit dem Agonisten (Stun-

den oder Tage) f�uhrt zu einer Rezeptor-Degradation (Shenoy et al., 2001). Die

Entscheidung f�ur eine Internalisierung oder Degradation des Rezeptors f�allt dabei

durch das Protein Ubiquitin. Nach Aktivierung und Phosphorylierung des Rezeptors

bindet �-Arrestin2. Bei einer Kurzzeitexposition kommt es zur Ubiquitinylierung

des �-Arrestin2, und der Komplex wird internalisiert. Bei einer Langzeitexposition

kommt es dagegen zu einer Ubiquitinylierung des Rezeptors, die letztendlich die

Degradation des Rezeptors einleitet.
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Abbildung 5.2: Hypothetische Mechanismen zur Degradation von Rhodopsin in den
Photorezeptorzellen von Drosophila melanogaster. Einzelne Schritte des Schemas sind im
Text beschrieben.
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Auch bei Sehfarbsto�en ist davon auszugehen, dass ihre Ubiquitinylierung eine re-

gulatorische Funktion hat. So wurde f�ur Vertebraten-Rhodopsin gezeigt, dass es ubi-

quitinyliert werden kann (Obin et al., 1996). F�ur die Photorezeptorzelle von Droso-

phila melanogaster ist nachgewiesen, dass Opsin mit Ubiquitin in Abbauorganellen

der photorezeptiven Membran, Endosomen und cytosolischen Pigmentgranula, co-

lokalisiert ist (Schwab, 1998). Die Ubiquitinylierung wird daher als Markierung des

Opsins f�ur den lysosomalen Abbau diskutiert.

Der Weg der Opsindegradation, die sich unter Gr�unlichtbedingungen als
"
schnel-

ler Abbau\ darstellt, w�urde �uber eine phosphorylierungsabh�angige Ubiquitinylie-

rung des Metarhodopsins ausgel�ost (siehe Abb. 5.2 rechts). Er ist vergleichbar der

oben beschriebenen Degradation des �-adrenergen Rezeptors bei langer Agonist-

Exposition. Dieser Weg ist Arrestin2-unabh�angig, was dadurch Best�atigung �ndet,

dass die Arrestin2-Bindung phosphorylierungsunabh�angig ist (siehe 4.3.4).

Der Weg, der unter Gr�unlichtbedingungen als
"
langsam\ beschriebenen Opsininter-

nalisierung und -degradation k�onnte �uber die Bindung von Arrestin2 und Clathrin

ausgel�ost werden, wie von Alloway et al. (2000) und Kiselev et al. (2000) be-

schrieben wird. (siehe, Abb. 5.2 links).

Unter physiologischen Bedingungen kann davon ausgegangen werden, dass beide Me-

chanismen ineinandergreifen und damit eine Feinsteuerung des Sehfarbsto�abbaus

bewirken.
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B. Abk�urzungsverzeichnis

A. bidest zweifach deionisiertes Wasser

Abb. Abbildung

ADP, ATP Adenosindi-, triphosphat

APS Ammoniumpersulfat

Arr1 Arrestin 1

Arr2 Arrestin 2

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-Indoylphosphat

bzw. beziehungsweise

CaMPK Kalzium/Calmodulin-abh�angige Proteinkinase II

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CTP Cytosintriphosphat

DAG Diacylglycerol

d.h. das hei�t

DNA Desoxyribonukleins�aure

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ERG Elektroretinogramm

EDTA Ethylendiamintetraessigs�aure

Fa. Firma

GDP Guanosindiphosphat

GMP, GDP, GTP Guanosinmono-, di-, triphosphat

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor

GRK G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase

h� Belichtung
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IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

kb Kilobasen

kDa KiloDalton

M Metarhodopsin

M!P Blaubelichtung von Rhodopsin

zur Umwandlung in Metarhodopsin

P!M Rotbelichtung von Metarhodopsin

zur Umwandlung in Rhodopsin

M-Membranen blau belichtete Membranen

NBT Nitroblau Tetrazoliumsalz

OD optische Dichte

P Rhodopsin

PDA
"
prolonged depolarizing afterpotential\

PDE cGMP-Phosphodiesterase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

P-Membranen dunkeladaptierte Membranen

PMSF Phenylmethylsulfonyluorid

PVDF Polyvinylidendiuorid

R1{R6 Photorrezeptorzellen 1{6 des Dipteren Komplexauges

R7 Photorezeptorzelle 7 des Dipteren Komplexauges

R8 Photorezeptorzelle 8 des Dipteren Komplexauge

rdgC Gen f�ur die Rhodopsinkinase von Drosophila

Rh1 Opsin der Photorezeptorzellen R1{6

Rh2 Opsin der Ocelli

Rh3 Opsin einer Unterklasse der Photorezeptorzelle 7

Rh4 Opsin einer Unterklasse der Photorezeptorzelle 7

Rh5 Opsin einer Unterklasse der Photorezeptorzelle 8

Rh6 Opsin einer Unterklasse der Photorezeptorzelle 8

RNA Ribonukleins�aure
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rpm Umdrehung pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Tab. Tabelle

TEMED N,N,N',N'-Tetamethyletylendiamin

Tris Tris-(hydroxymetyl)-aminomethan

v/v Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

YC4-Vektor Yellow-Carnegie 4 Vektor

IUPAC Ein-Buchstabencode f�ur Aminos�auren

Alanin A

Asparagins�aure D

Asparagin N

Cystein C

Glutamin Q

Glutamins�aure E

Glycin G

Histidin H

Isoleucin I

Leucin L

Lysin K

Methionin M

Phenylalanin F

Prolin P

Arginin R

Serin S

Threonin T

Tryptophan W

Tyrosin Y

Valin V
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