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Ein Receptorprotein fiir das Juvenilhormonanaloge
10.11-Epoxy-6.7-trans-2.3-trans-farnesylpropenylither aus den Epidermiszellen
der Puppen von Tenebrio molitor L.
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Herrn Professor Dr. Dr. E. Schiitte zum 65. Geburtstag gewidmet

Juvenile hormone, receptor protein, Tenebrio molitor

A receptor protein was isolated from the epidermis cells of the pupae of Tenebrio molitor L.
The affinity constant of the complex of this receptor protein and a juvenile hormone analogue was
found to be 4.4-10° 1/mole. Its molecular weight is about 3.5-105. The isoelectric point is 4.4.

Mit Hilfe von radioaktiv markiertem H wurden
die Epidermiszellen der Puppen von Tenebrio moli-
tor L. als eines der Zielorgane fiir dieses Juvenil-
hormonanaloge erkannt!. Dabei erhielten wir erste
Hinweise, daB fiir dieses Zielorganverhalten ein oder
mehrere Receptorproteine verantwortlich sind. Da
die molare Konzentration des Receptors im Tier
etwa bei 1071° Mol/l liegt, konnte sein Weg im Auf-
arbeitungsgang zunichst nur mit Hilfe der Bindung
an vorher injiziertes radioaktives H verfolgt werden.
Nach Lokalisation des Receptors in den Trennungs-
gingen konnte dann auch der so vorgereinigte Re-
ceptor mit der entsprechenden H-Menge inkubiert
und so die Versuche invitro durchgefiihrt werden.
Es ergab sich in jedem Fall das gleiche Ergebnis wie
bei den inwvivo durchgefithrten Versuchen, so daf}
die Voraussetzungen fiir die Ermittlung der Affini-
tatskonstanten gegeben waren.

Im folgenden berichten wir iiber die Isolierung
und einige physikalisch-chemische Daten eines Re-
ceptorproteins.

Material und Methoden

Uber die Daten von H, die Haltung der Versuchs-
tiere, die Préaparation der Epidermiszellen, die Mes-
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sung der Radioaktivitét, die Proteinbestimmung, die
Losung und Applikation von H und schlieBlich die
quantitative Wiedergewinnung von H und seinen
Abbauprodukten wurde bereits berichtet 1. Alle Auf-
arbeitungen und Bestimmungen wurden bei + 4 °C

durchgefiihrt.

Reagenzien

Tris-[hydroxymethyl]aminomethan p. a., Firma
Merck, Darmstadt; Athylendiamintetraessigsiure p.
a., Firma Merck, Darmstadt; KCl, HCl und NaOH
p.- a., Firma Merck, Darmstadt; Harnstoff p. a.,
Firma Merck, Darmstadt; Ampholine pH 3 —10,
Firma LKB Produkter AB, Schweden; Sephadex
G 200 fine, Pharmacia, Schweden; Sepharose 6 B,
Pharmacia, Schweden; Triton X-100, Firma Serva,
Heidelberg.

Verwendete Puffer

I: 50mMm Tris; 0,1 mm EDTA; 0,15M KCI. Der
pH-Wert wurde mit HCI bei 22 °C auf 7,4 einge-
stellt.

II: 50 mm Tris; 0,1 mm EDTA; 0,4 m KCI;
1 Vol.% Triton X-100. Der pH-Wert wurde mit
HCI bei 22 °C auf 7,4 eingestellt.

II1: 1% Ampholine pH 3 — 10.

IV: 1% Ampholine pH 3 -10; 1 Vol.% Triton
X-100.

V: 50mMm Tris; 0,1 mm EDTA; 0,4M KCI; 6 M
Harnstoff. Der pH-Wert wurde mit HCl bei 22 °C
auf 7,4 eingestellt.
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Isolierung des Receptors

Von ca. 20 Puppen wird die Cutis vom Korper-
rest getrennt und durch mehrfaches Waschen mit
Puffer I von anhaftender Lymphe befreit. Die Cutis
wird in einem eingeschliffenen Potter mit ca. 2 — 3 ml
Puffer II bei 1200 U/min gepottert. Das Homogenat
wird bei 5000 g 10min zentrifugiert und der
Uberstand mit der gleichen Menge gequollenem
Sephadex G 100 fine vermischt. Das Gemisch wird
durch Zentrifugation getrennt und der Uberstand
auf eine 12 cm lange Séule gegeben, die mit Sepha-
dex G200 fine in Puffer II gefiillt ist. Die Front
wird durch Dextran-Blue 2000 angezeigt. Bei einer
Laufgeschwindigkeit von 3 ml/Stde. und einer Frak-
tionsgroBe von 1 ml enthilt die zweite und dritte
Fraktion nach der Front das gesamte Receptorpro-
tein. Nach Gefriertrocknung und anschlielender
30-miniitiger Inkubation mit der entsprechenden
Hormonmenge kann der Komplex fiir die nach-
stehenden Untersuchungen eingesetzt werden.

Der isoelektrische Punkt

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes
wurde nach B. J. Radola durchgefithrt2. Als Gel
wurde Sephadex G 100 superfine verwendet, von
dem 3,5g in 55ml Puffer III die geeignete Kon-
sistenz ergaben. Bei einer angelegten Spannung von
575V pro 20cm und einer Gelschichtdicke von
1 mm ergab sich eine Stromstirke von 5—10 mA.
Als Referenzprotein wurde Rinderhdmoglobin zuge-
setzt, das nach 15 — 20 Stdn. seinen isoelektrischen
Punkt erreichte und dadurch das Ende des Laufs an-
zeigte. Der pH-Wert wurde direkt auf der Platte mit
einer Aufsatzelektrode der Firma Ingold [Typ LOT
403-15-MB-6003] bestimmt. Die Proben wurden
entweder mit einer Blutzuckerpipette strichformig
aufgetragen oder gleichmiflig unter das Gel ge-
mischt. Eine weitere Bestimmung wurde mit Puffer
IV durchgefiihrt, um Aggregationseinfliisse auf den
isoelektrischen Punkt des R-H auszuschlieflen.

Das Molekulargewicht
Das Molekulargewicht des R-H wurde durch Gel-

chromatographie des vorgereinigten Homogenats
an Sephadex G 200 fine und Sepharose 6 B in Puf-
fer II bestimmt. Die Fiillhohe der Saulen betrug
45 cm, der innere Durchmesser 1,2 cm. Die Lauf-
geschwindigkeit wurde auf 2 ml/Stde. eingestellt.
Als Referenzprotein wurde Rinderserumalbumin
[reinst, Firma Behringwerke] eingesetzt.

Es wurden auflerdem mehrere Chromatographien
an Sephadex G200 fine in Puffer V durchgefiihrt,

um eventuelle Desaggretationen sichtbar zu machen.

Die Affinitatskonstante

Die Affinitatskonstante des R-H wurde nach T.
Erdos et al.® mit Hilfe der graphischen Auswertung
nach G. Scatchard* bestimmt. Die Trennung des
freien vom proteingebundenen H erfolgte durch Gel-
filtration.

Als Gel wurde Sephadex G 200 fine in Puffer II
eingesetzt. Die Fillhohe betrug 10 cm, der innere
Séaulendurchmesser 1,2 cm. Die Laufgeschwindigkeit
wurde auf 6 ml/Stde. eingestellt. Das Inkubations-
volumen war 0,5 ml, die Inkubationszeit 30 min. Die
eingesetzte H-Menge variierte zwischen 10713 und
1074 Mol im Inkubationsvolumen.

Ergebnisse

Die nachstehenden Abbn.1—4 und die Tabn.I

und II fassen die erhaltenen Resultate zusammen.

Tab. I. Differenzierung in freies und gebundenes Hormon fiir
die Auftragung im Scatchard-Plot in Abhéngigkeit von der
eingesetzten Hormonmenge.

An- Hormon [dpm] gebunden gebundenes
satz  gebunden frei gesamt  frei Hin 10—1
Nr. mol/l

1 838 755 1593 1,11 2,72

2 1220 2067 3287 0,59 3,96

3 1417 4967 6384 0,28 4,60

Tab. II. Lage des iso-elektrischen Punktes bei Variation der

Versuchsbedingungen.
An-  eingesetzte Auftragungsart Puf- Radio-
satz  Probe fer aktivitadts-
Nr. Maximum
bei pH

1 Homogenat strichformig v 4,55

im Neutralen
2 Homogenat strichformig v 4,35

im Basischen
3 isolierter untergemischt 111 4,30

R-H-Komplex

4 isolierter strichformig IIT 4,30

R-H-Komplex im Basischen

Diskussion

Die ungefihre Grofle des Molekulargewichts des
R-H wurde in Vorversuchen durch Trennung an
Sepharose 4 B festgestellt. Mit den beiden geeignet
erscheinenden Gelen Sephadex G 200 und Sepharose
6 B wurde das Molekulargewicht dann genauer er-
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Abb. 1. Auftrag nach Scatchard * fiir die Bindungsstellen 1.
Ordnung. Ordinate: Quotient aus gebundenenem und freiem
Hormon, erhalten durch Sephadex-Gelchromatographie. Ab-
szisse: Molare Konzentration des gebundenen Hormons. Wei-
tere Parameter siehe Material und Methoden. Die Affinitdts-
konstante ergibt sich aus dem Anstieg der Geraden zu 4,4 -10%°
1/Mol. Die maximale Kapazitdt der eingesetzten Rezeptor-
menge ergibt sich aus dem Abszissenabschnitt zu 5,26-10—1

Mol/L.
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Abb. 2. Verteilung der Radioaktivitdt in den Fraktionen nach

20-stdg. iso-elektrischer Fokussierung. Ordinate: Radioaktivi-

tat der Fraktionen in dpm. Abszisse: pH-Wert der Fraktionen.

Die Abb. 2 zeigt das Ergebnis des 3. Ansatzes in Tab. II. Wei-

tere Einzelheiten sieche Material und Methoden sowie Tab. II.

Der isoelektrische Punkt liegt in diesem Ansatz bei pH 4,3,
im Mittel der Bestimmungen bei pH 4,4.

mittelt. Die genaue Lage des Peaks wurde durch die
Radioaktivitit von R-H in den Fraktionen erhalten.
Da die Trenngrenzen der verwendeten Gele bekannt
waren, konnte durch logarithmische Einteilung des
Gesamteluats das Molgewicht von R-H aufgrund sei-
der Lage bestimmt werden. Die Front wurde durch
Dextran-Blue-2000, der Start durch die hohe Radio-
aktivitit von nicht gebundenem H und seinen Ab-
bauprodukten angezeigt. Das Referenzprotein Albu-
min hat ebenfalls eine gewisse Bindungsaffinitit zu H
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Abb. 3. Elutionsdiagramm einer Sepharosesiule zur Ermitt-
lung des Molekulargewichts des R-H-Komplexes. Ordinate:
Radioaktivitdt pro ml Fraktion in dpm. Abszisse: Eluat in ml.
Bei den Trenngrenzen der Sepharose 6 B von 10% bis 4-108
ergibt sich nach logarithmischer Einteilung der Abszisse ein
Molekulargewicht von rund 3,5-105.
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Abb. 4. Elutionsdiagramm einer Sephadexsdule zur Ermitt-

lung des Molekulargewichts des R-H-Komplexes. Ordinate und

Abszisse wie Abb. 3. Bei den Trenngrenzen des Sephadex

G 200 fine von 5-10° bis 6-10° ergibt sich fiir den R-H-Kom-

plex ein Molekulargewicht von 3,6-10%, fiir das Referenzpro-
tein Albumin ein Molekulargewicht von 7,4-10%

und konnte deshalb auch durch die Radioaktivitat
des Komplexes festgelegt werden. Fir die Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse spricht, daf} sich die Mole-
kulargewichte von R-H auf beiden Gelen nur um
etwa 3% unterscheiden, obwohl aufgrund der Trenn-
grenzen der R-H Peak einmal in der Nihe der Front
[Sephadex G 200 fine] und einmal in der Nahe des
Starts [Sepharose 6 B] zu finden ist. Ebenso wie der
aus Kalbsuterus gewonnene 8S Cytosol Receptor fiir
Oestradiol, dessen Molgewicht von Puca et al. mit
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236 000 angegeben wird %, hat das hier untersuchte
Protein ein sehr hohes Molgewicht. Dieses hitte
durch Aggregation mit Begleitproteinen des Homo-
genats oder durch Aggregation von Untereinheiten
des eigentlichen Receptors hervorgerufen werden
konnen. Der Einsatz von 6 M Harnstoff bzw. 1%
Triton X-100 im Homogenat- und Saulenpuffer er-
gab im Vergleich zu Puffer I das gleiche Molekular-
gewicht. Eine Aggregation ist damit auszuschliefen.
Es liegt also ein unter den Aufarbeitungsbedingun-
gen einheitlicher Receptor vor. Unter diesen Voraus-
setzungen ist es moglich, bei der Ermittlung der Af-
finitdtskonstanten aus der Auftragung nach Scat-
chard* die maximale Bindungskapazitidt der einge-
setzten Receptormenge zu ermitteln. Dieser Wert er-
gibt sich aus dem Schnittpunkt der Geraden mit
der Abszisse. Die eingesetzte Priparationsmenge von
100 mg Cutis, die die Menge an vorhandenem Recep-
tor bestimmt, kann 2,6-1071* Mol H im Komplex
binden. Unter der Annahme, daf} pro Receptormole-
kiil ein Molekiil H mit der erwihnten hohen Affini-
tat gebunden wird, und unter Beriicksichtigung der
eingesetzten Gewebemenge sowie einer 30-proz. Ex-
traktion des Receptors ? lafit sich errechnen, daf} die
Konzentration des Receptors in der Epidermis von
Tenebrio molitor L. Puppen 8,7-1071Mol/l Ge-

1 P. Schmialek, M. Borowski, A. Geyer, V. Miosga, M. Niin-
del, E. Rosenberg u. B. Zapf, Z. Naturforsch. 28 ¢, 453
[1973].

2 B. J. Radola, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 194,
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webe betragt. Die natiirliche Konzentration im Ge-
samttier ist bei einem 20-proz. Anteil der Cutis am
Gesamtgewicht dann 1,7-1071° Mol/l.

Die hohe spez. Radioaktivitat des von uns synthe-
tisierten Juvenilhormonanalogs gestattete es, die
eingesetzte Konzentration im Bereich von 10710
Mol/l zu halten. Dadurch liegen die Mefpunkte bei
der Auftragung nach Scatchard # im linken linearen
Bereich der Kurve, der die spezifischen Bindungs-
stellen angibt. Erst die hohe Affinitdtskonstante von
4,4-10'° 1/Mol des untersuchten Hormon-Protein-
komplexes und die quantitative Reisolierung von H
aus dieser Proteinbindung ! erlaubten es, dieses Pro-
tein als Receptor zu bezeichnen und gegeniiber un-
spezifisch bindenden Proteinen abzugrenzen.

Ebenso wie bei der Chromatographie an Sepha-
dexgelen fanden wir auch bei der Bestimmung des
isoelektrischen Punktes des R-H keinen Hinweis fiir
eine Aggregationsbildung. Der tiber Sephadexchro-
matographie gereinigte R-H lief} sich durch isoelek-
trische Focussierung nicht in mehrere Banden auf-
spalten.
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