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Zusammenfassung: Ziel dieser Dissertation war die Isolierung funktionell aktiver Liganden fiir die Orphan
Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40 sowie die Charakterisierung ihrer Signaltransduktionsmechanismen.
Mit Hilfe des SLC 1-Rezeptors und seinem Liganden MCH wurde in einer CHO-Zelllinie, die ein CRE-
Element-reguliertes Luciferase-Reportergen trigt (CHO-CRE), ein Luciferase-Reportergen-Test etabliert. In
Untersuchungen einer Stammhirn- und Gesamthirn-Peptidbank vom Schwein sowie einer humanen
Hamofiltratbank auf darin enthaltene spezifische Liganden fiir die Orphan Rezeptor wurden mit Hilfe des
Testsystems fiir den GPR 8-Rezeptor CRE-Promotor-Konstrukt aktivierende Substanzen detektiert. Durch
chromatographische Trennmethoden konnte ein Grossteil der inaktiven von den aktivierenden Substanzen
abgetrennt werden. Eine Reindarstellung und damit eine Identifizierung konnte letztendlich nicht erreicht
werden, da moglicherweise die Menge des eingesetzten Stammhirnmaterials und damit die Konzentration der
stimulatorisch wirkenden Substanzen in der Peptidbank zu gering war.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zu den MCH-mediierten Signaltransduktionsmechanismen
des SLC 1-Rezeptors durchgefiihrt. Um die an der Signalweiterleitung des SLC 1-Rezeptors beteiligten
G-Proteinen identifizieren zu konnen, wurden in MCH-Stimulationsexperimenten unter Verwendung
pharmakologischer Inhibitoren die Aktivierung verschiedener ,,second messengers* und Proteinkinase-Kaskaden
untersucht. Die detektierte Kalzium-Freisetzung sowie eine festgestellte PKC-induzierte Phosphorylierung der
p42/44 MAPK verlaufen ohne eine Beteiligung von Gg- bzw. GPy-Proteinen moglicherweise iliber die
Aktivierung von Gy-Proteine, deren Mechanismen und Funktion in diesem Zusammenhang bisher ungeklért
sind. Eine Gs-vermittelte Signalweiterleitung iiber PKA fiihrte zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB sowie zu einer konzentrationsabhidngigen Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts. Neben diesem
stimulatorischen Signaltransduktionsweg kommt es iiber die Kopplung des SLC 1-Rezeptors an Goy-Proteine zu
inhibitorischen Effekten. Die Goy-Protein-mediierte Signaltransduktion des MCH-Signals fiihrte nachweisliche
zur Verringerung einer Forskolin-induzierten Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts sowie der
Phosphorylierung von CREB. Dariiber hinaus wurde eine Aktivierung der p42/44 MAPK-Kaskade iiber die
By-Untereinheit der G;-Proteine sowie die Beteiligung der p42/44 MAPK an der Aktivierung des CRE-Promotor-
Konstuktes nachgewiesen. Diese Analysen zeigten, dass die Phosphorylierung von CREB durch positiv und
negativ wirkende Signaltransduktionswege reguliert wird. Die Kopplung des SLC 1-Rezeptors nach Stimulation
mit MCH erfolgt in dem untersuchten Zellsystem demnach iiber Gs- und G;/Gy-Proteine.

Schlagworte: Orphan Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR, p40, Ligandenscreening, SLC 1, MCH, Signaltrans-
duktion

Abstract: The subject of this work was the isolation of functionally active ligands for the orphan receptors
GPR 7, GPR 8, PNR and the characterisation of their signal transduction mechanisms. Using the SLC 1 receptor
and its known ligand MCH a reportergen-assay was established in CHO-cells containing a CRE-regulated
luciferase-reporter gene (CHO-CRE). A ligand screening was accomplished using a porcine brainstem and hole
brain peptide library as well as a human hemofiltrate peptide library. In the porcine brainstem peptide library
substances were found which activate the CRE-promotor construct in CHO-cells expressing the GPR 8 receptor.
Chromatographic techniques led to separation of a majority of the inactive substances from the active ones. The
quantity of the assigned brainstem material was possibly too small, so that the concentration of the stimulatory
working substances was not sufficient for its purification to homogeneity and identification.

In the second part of this work the mechanisms of the MCH mediated SLC 1 receptor signalling were
investigated. In order to identify the G-proteins taking part in intracellular signal transduction, different second
messengers and protein kinase cascades were characterized with the aid of pharmacological activators and
inhibitors. A participation of G,- and/or GBy;-proteins for the detected calcium release as well as a PKC induced
phosphorylation of the p42/44 MAPK could not be verified. The calcium release and PKC induced
phosphorylation of the p42/44 MAPK was probably caused by Ggy-proteins, whose mechanisms and function in
this context are yet unknown. Gg-protein mediated signal transduction via PKA led to the phosphorylation of the
transcription factor CREB and concentration-dependent activation of the CRE-promotor construct. The parallel
coupling of the SLC 1 receptor to Goy-proteins resulted in a decrease of a forskolin induced activation of the
CRE-promotor construct and the phosphorylation of CREB. The Gj-protein coupling continues via the Py-
subunit to the activation of the p42/44 MAPK cascade. p42/44 MAPK participates in the induction of the CRE-
promotor construct. These analyses indicates that the phosphorylation of CREB is regulated by positive and
negative signal transduction pathways. Thus, in the investigated cell system the coupling of the SLC 1 receptor
following stimulation with MCH was mediated by G;- and G;/G-proteins.

Keywords: orphan receptors GPR 7, GPR 8, PNR, p40, ligand screening, SLC 1, MCH, signal transduction
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1. Einleitung

1.1. G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Bei der interzelluldiren Kommunikation werden extrazelluldre Signale von der Zelle registriert
und in intrazelluldre Reaktionen umgesetzt. Bei einer Vielzahl von Signalwegen erfolgt diese
Umsetzung des extrazelluldren Stimulus mit Hilfe eines Transmembranrezeptors.
Transmembranrezeptoren sind integrale Membranproteine, die eine extrazelluldire Doméne,
eine Transmembrandomédne sowie eine intrazellulire oder cytosolische Domine aufweisen.
Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) wird charakterisiert durch
sieben o-helicale Transmembrandomdnen (ATTWOOD & FINDLAY, 1994), die von 20 - 30
hydrophoben = Aminosduren gebildet werden. FEine Vielzahl von Hormonen,
Neurotransmittern, Chemokinen, biogenen Aminen, Peptiden, Proteinen, Lipiden,
Nukleotiden, exzitatorischen Aminosduren, Ionen sowie sensorische Reize wie Licht-,
Geruchs- oder Geschmackssignale zdhlen zu den natiirlichen Stimulatoren/Liganden der
GPCRs (STRADER et al., 1994; FLOWER, 1999).

1.2. Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Trotz der Vielzahl verschiedener Agonisten, die iiber GPCRs die unterschiedlichsten
Signaltransduktionswege aktivieren, besitzen die GPCRs eine erstaunliche strukturelle
Ahnlichkeit. Dabei zeigen die hydrophoben Transmembranelemente die hdchsten
Sequenzhomologien, wihrend die Aminosduresequenzen der hydrophilen Schleifen zwischen
den verschiedenen Rezeptoren stdrker variieren. Die Transmembrandoménen sind durch drei
extra- und drei intrazellulire Doménen unterschiedlicher Grosse miteinander verbunden
(Abb. 1). Durch Kiristallisation und Rontgenstrukturanalysen des GPCRs Rhodopsin konnte
die postulierte Struktur von sieben dicht gepackten Transmembranhelices verifiziert werden
(PALCZEWSKI et al., 2000). Im N-terminalen extracytosolischen Bereich fast aller GPCRs sind
Konsensus-Sequenzen (Asn-Xaa-Ser/Thr) fiir eine N-Glykosilierung vorzufinden (STILES
et al., 1984). Die extrazelluliren Schleifen enthalten vielfach konservierte Cysteinreste, die
iiber Disulfidbriicken wahrscheinlich die Konformation der extrazelluliren Doménen
stabilisieren (STRADER ef al., 1994). Im C-terminalen, cytosolischen Bereich ist fiir den 3,-
adrenergen Rezeptor (B,-AR) eine posttranslationale Modifikation in Form einer
Palmitoylierung nachgewiesen worden (O'DOWD et al., 1989). Diese Palmitoylierung erfolgt
an einem Cysteinrest und dient moglicherweise der Membranverankerung des C-terminalen

Bereiches.

GPCRs werden aufgrund der bestehenden Unterschiede in der Aminosduresequenz (PROBST

et al., 1992) in sechs verschiedene Familien eingeteilt. Die drei grossten Familien, dargestellt
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in Abbildung 1, werden von den ,,Rhodopsin/f,-adrenergic*“-ahnlichen Rezeptoren (Familie
A), Glucagon-dhnlichen Rezeptoren (Familie B) und den metabotropen Neurotransmitter
Rezeptoren (Familie C) gebildet. Die Pheromonrezeptoren der Hefen bilden die kleineren
Familien D (STE2 Rezeptoren) und E (STE3 Rezeptoren). Eine weitere Familie (F) beinhaltet
cAMP-Rezeptoren, deren Existenz bisher nur in dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum
nachgewiesen wurde. Die Familie der ,,Rhodopsin/B,-adrenergic“-dhnlichen Rezeptoren stellt
die Grosste und am besten untersuchte Klasse der GPCRs dar. Sie wird in weitere sechs
Gruppen unterteilt, deren Rezeptoren alle ein konserviertes Asp-Arg-Tyr (DRY) Motiv an der
cytosolischen Seite der dritten Transmembrandoméne besitzen (Abb. 1A) (PROBST et al.,
1992; GETHER, 2000). Das charakteristische Merkmal der vier Gruppen der Familie B
(Glucagon/VIP/Calcitonin-dhnliche Rezeptoren) ist der aus ~ 100 Aminosduren bestehende
N-Terminus. Dieser beinhaltet mehrere Cysteine, die ein Netzwerk aus Disulfidbriicken
bilden (Abb. 1B). Die fiinf Gruppen der Rezeptor-Familie C (Metabotrope
Neutotransmitter/Kalzium Rezeptoren) sind durch einen aussergewohnlich langen, aus
500 - 600 Aminoséduren bestehenden N-Terminus gekennzeichnet (Abb. 1C). Gemeinsam ist
thnen dariiber hinaus die sehr kleine dritte cytosolische Schleife mit dem hochkonservierten
Asn-Glu-Ala-Lys (NEAK) Motiv.
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Abbildung 1:

Familie A: Rhodopsin/B2 adrenergic-ghnliche Rezeptoren

- Biogene Amin Rezeptoren (adrenerge, serotonine, dopamine,
muscarine, histamine)

- CCK, Endothelin, Tachykinin, Neuropeptid Y, TRH, Neurotensin,
Bombesin und "growth hormone secretagogues" Rezeptoren
sowie Vertebratenopsine

- Invertebratenopsins und Bradykinin Rezeptoren

- Adenosin, Cannabis, Melanocortin und Geruchsrezeptoren

- Chemokine, fMLP, C5A, GnRH, Eicosanoide, Leukotrine,

FSH, LH, Galanin, Nucleotid, Opioid Oxytocin, Vasopressin,

Somatostatin, Protease-aktivierende und andere Rezeptoren

- Melatonin Rezeptoren und andere nicht klassifizierte

Familie B: Glucagon/VIP/Calcitonin-dhnliche Rezeptoren
- Calcitonin, CGRP und CRF Rezeptoren
- PTH und PTHrP Rezeptoren

- Glucagon, Glucagon-idhnliche Peptide, GIP, GHRH, PACAP, VIP
und Sekretin Rezeptoren

- Latrotoxin

Familie C: Metabotrope Neurotransmitter/
Kalzium Rezeptoren

- metabotrope Glutamatrezeptoren
- metabotrope GABA-Rezeptoren
- Kalzium-Rezeptoren

- vomeronasale pheromon Rezeptoren

- Geschmacksrezeptoren

Darstellung der Hauptfamilien der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Einteilung in
GPCR-Familien und Gruppen nach GETHER (2000). Hochkonservierte Aminosiuren
sind dargestellt als schwarze Buchstaben in weissen Kreise. Disulfidbriicken bildende
Cysteine sind dargestellt als schwarze Kreise mit weissen Buchstaben.



Einleitung 9

1.3. Regulation der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die Signaliibertragung wird durch Ligandenbindung an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor
eingeleitet. Die Bindung des Liganden verursacht eine Konformationsédnderung des Rezeptors
durch die das Signal an die Innenseite der Membran weitergegeben und dort das
nachgeschaltete Glied der Signaliibertragung, das G-Protein, aktiviert wird (SIMON et al.,
1991; STRADER et al., 1994; PALCZEWSKI ef al., 2000).

Da G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in viele verschiedene wichtige Prozesse involviert sind,
bestehen unterschiedliche Mechanismen der Steuerung der GPCR-Signale. Trotz anhaltender
Einwirkung eines extrazelluldren Signals ist oftmals eine zeitabhingige Abnahme der
zelluldren Reaktionen zu beobachten. Diese Abschwéchung des Signals ist bekannt als
Desensitisierung. Es handelt sich um einen Mechanismus, mit dem sowohl eine kurzfristige
als auch eine langfristige Regulation der Rezeptoraktivitit moglich ist. Diese
Desensitivierung kann direkt an den Rezeptoren oder an den G-Proteinen erfolgen. Eine
Schliisselreaktion der Desensitisierung ist die Phosphorylierung von Ser/Thr-Resten der
cytoplasmatischen Domine des Rezeptors durch spezifische Proteinkinasen. Die
Phosphorylierung der GPCRs kann durch die ,,second messenger*“-abhangigen Proteinkinasen
A (PKA) und C (PKC) in Form einer negativen Riickkopplung oder durch die ,,second
messenger“-unabhédngigen G-Protein Rezeptor Kinasen (GRKs) erfolgen (HAUSDORFF et al.,
1990; INGLESE et al., 1993; LEFKOWITZ, 1993). GRKs phosphorylieren spezifisch Rezeptoren,
die einen Agonisten gebunden haben (DOHLMANN et al., 1991; PREMONT et al., 1995). Diese
Phosphorylierung des Rezeptors kann zur Schaffung einer spezifischen Bindungstelle fiir
Proteine fiihren, die als Arrestine bezeichnet werden. Die Bindung von Arrestin, Dynamin
oder anderen noch unbekannten Proteinen an den phosphorylierten Rezeptor entkoppelt
diesen von der Wechselwirkung mit den nachgeschalteten G-Proteinen (BUNEMANN &
HOSEY, 1999). Beispielsweise dient die Arrestinbindung an dem phosphorylierten Rhodopsin-
Rezeptor der schnellen Abschwichung der Signaliibertragung beim Sehvorgang unter
Bedingungen andauernder Lichtreizung. Der entkoppelte Rezeptor/Ligand-Komplex wird
internalisiert, in Endosomen transportiert, in denen durch eine Anderung des pH-Wertes der
Ligand vom Rezeptor dissoziiert. Der Rezeptor wird entweder zuriick an die Zelloberflache
transportiert oder, wie der Ligand, im Lysosom abgebaut. Fiir die Endocytose der Rezeptoren
sind verschiedene Mechanismen beschrieben. Eine Dynamin-abhéngige Internalisierung mit
Arrestin als Adapter und der Bildung von Clathrin-,,coated pits wurde bei B,-AR und
nu-Opioid (MOR) Rezeptoren beschrieben (ZHANG efal, 1996). Fiir den Bradykinin 2
Rezeptor (BK2R) ist eine Dynamin-abhingige Endocytose mittels Caveolae publiziert (DE
WEERD & LEEB-LUNDBERG, 1997). Dariiber hinaus werden in der Literatur noch andere
Dynamin-unabhédngige Rezeptorendocytosen postuliert (ZHANG et al., 1996; MENARD et al.,
1997; BUNEMANN & HOSEY, 1999).
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Eine Desensitisierung der G-Proteine durch RGS-Proteine (,,regulators of G-Protein
signaling®) wurde ebenfalls beschrieben (BERMAN & GILMAN, 1998). Die RGS-Proteine
beschleunigen die Hydrolyse des an der Go-Untereinheit gebundenen GTP und fiihren so zu
einer Deaktivierung von G-Proteinen.

Ein anderer Mechanismus der GPCR- Regulation auf Rezeptorebene wurde von MCLATCHIE
etal. (1998) veroffentlicht. Der Calcitoninrezeptor-dhnliche Rezeptor (CRLR), der zur
Familie C der GPCRs gehort, kann als Rezeptor flir das ,,Calcitonin-Gene-related peptide
(CGRP) oder das Adrenomedullin fungieren. Die Affinitdit des CRLR wird durch
RAMPs-Proteine  (,,receptor activity modifying proteins®), die eine einzelne
Transmembrandoméne besitzen, reguliert. Die Interaktion des Rezeptors mit einem
bestimmten RAMPs-Protein bewirkt die Art der Glycosilierung des Rezeptors und
entscheidet, welcher natiirliche Ligand an den Rezeptor bindet. Durch Interaktion mit
RAMPI1 wird der CRLR-Rezeptor vollstindig glycosiliert und bindet an der Zelloberflache
CGRP als Ligand. RAMP2 dagegen fiihrt nur zu einer Teilglycosilierung des CRLR-

Rezeptors, wodurch Adrenomedullin als natiirlicher Ligand gebunden wird.

1.4. Signaltransduktion iiber heterotrimere G-Proteine

Die heterotrimeren G-Proteine sind die spezifischen Reaktionspartner in der Signaliiber-
tragung durch GPCRs. Von den G-Proteinen wird das Signal an nachgeschaltete
Effektormolekiile weitergegeben. Die G-Proteine gehdren zu der grossen Familie der
regulatorischen GTPasen, die GTP binden und hydrolysieren (NEER, 1995; HAMM, 1998).
Gemeinsames Merkmal der G-Proteine ist der Aufbau aus drei Untereinheiten, die mit der
Zellmembran assoziiert sind. Die grosse o-Untereinheit von 39 -46 kDa, tragt die
Guaninnukleotid-Bindungstelle, die B-Untereinheit von 37 kDa und y-Untereinheit von 8 kDa
bilden ein fest verbundenes Dimer. Bisher sind 20 o-, 6 B- und 12 y-Genprodukte bekannt
(Hamm, 1998). Inaktive G-Proteine bestehen aus der GDP-tragenden o-Untereinheit, die mit
dem Py-Dimer assoziiert sind. Durch die Bindung extrazelluldrer Signalmolekiile an einen
Rezeptor assoziiert dieser mit dem heterotrimeren G(ofy)-Komplex und induziert eine
Konformationsédnderung. Diese fiihrt zur Dissoziation von GDP und zur Bindung von GTP an
die a-Untereinheit und damit zur Trennung von o-Untereinheit und By-Dimer. Die GTPase-
Aktivitdt der Go-Untereinheit hydrolysiert das GTP zu GDP und es erfolgt eine Reassoziation

mit der GBy-Untereinheit zum inaktiven heterotrimeren G-Protein.

Die G-Proteine werden nach der Go-Untereinheit in vier verschiedene Klassen G Gj, G4 und
G, eingeteilt. Gs-Proteine bedienen sich zur Signalweiterleitung in allen Féllen einer
Adenylat Cyclase (AC) und koénnen durch das Choleratoxin inaktiviert werden. Die
Mitglieder der Gi-Klasse zeigen einen inhibitorischen Effekt aut Adenylat Cyclasen. Dartiber
hinaus bildet die Phospholipase Cy ein wichtiges Effektormolekiil der Gi-Proteine. Bis auf
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wenige Ausnahmen ist die Aktivitdit der Mitglieder der Gj-Klasse durch Pertussistoxin
inhibierbar. Gg-Proteine werden in ihren Aktivitdit weder durch Pertussis- noch durch
Choleratoxin beeinflusst. Das nachgeschaltete Effektormolekiil ist {iberwiegend die
Phospholipase CB. Fiir die zur Gy,-Subklasse gehorenden Goijp- und Goy;z-Proteine ist eine
Kopplung an regulatorische Molekiile wie pl15 (Guaninnukleotidaustauschfaktor pl15
RhoGEF) (KozAsA et al, 1998), RasGAP1 (GTPase-aktivierendes Protein) und Bruton's-
Tyrosin-Kinase (JIANG et al., 1998) beschrieben.

Aktivierte G-Proteine geben das Signal an nachgeschaltete Effektormolekiile weiter die
entweder enzymatische Aktivitit tragen, wie die Adenylat Cyclase, Phospholipasen und
cGMP-spezifische Phosphodiesterasen, oder einen lonenkanal darstellen. Die Aktivierung
dieser Enzyme fiihrt zur Bildung der diffusiblen ,,second messenger Signalmolekiile cAMP,
¢GMP, Diacylglycerol, Inositol-1,4,5-trisphosphat und Ca®>". Auf die ¢cGMP-spezifischen

Phosphodiesterasen sowie die Ionenkanile wird im weiteren Verlauf nicht ndher eingegangen.

1.4.1. Aktivierung des Adenylat Cyclase/PKA-Signalwegs

Die Adenylat Cyclase (AC) als Effektor katalysiert die Bildung von 3'-5'-cyclischem AMP
(cAMP) aus ATP. Das cAMP ist ein weitverbreitetes Signalmolekiil, das meistens {iber eine
Aktivierung von Proteinkinasen wirkt. Das durch die Adenylat Cyclasen synthetisierte cAMP
wird von Phosphodiesterasen wieder abgebaut. Das gemeinsame Merkmal der verschiedenen
bisher bekannten Adenylat Cyclasen (Typ I-VIII) ist die Stimulation ihrer enzymatischen
Aktivitdit durch Gog-GTP. Dariiber hinaus konnen die Adenylat Cyclasen durch
Ca2+/Calmodulin, Proteinkinase C sowie die GPYio-Untereinheit von G-Proteinen stimuliert
werden. Inhibitorisch wirken Go;-GTP, Ca*" und GBy;-Proteine (SIMONDS, 1999). Das
AC-synthetisierte cAMP kontrolliert die Aktivitit der Proteinkinase A (PKA). In
Abwesenheit von cAMP liegt die PKA als Tetramer vor, das sich aus zwei regulatorischen R-
Untereinheiten und zwei katalytischen C-Untereinheiten zusammensetzt. Im Holoenzym C;R;
ist die katalytische Aktivitdt durch ein inhibitorisches Strukturelement der R-Untereinheit
blockiert. Die Bindung von cAMP an die R-Untereinheit fiihrt zur Dissoziation des
Holoenzyms in das Dimer der R-Untereinheit und zwei C Monomere, die katalytisch aktiv
werden (D@SKELAND et al., 1993, BRANDON efal, 1997). Diese konnen u.a. den
Transkriptionsfaktor CREB (CRE binding protein) phosphorylieren (GONZALES &
MONTMINY, 1989; SASSONE-CORSI, 1995).

1.4.2. Aktivierung der Phosphoinositol/tid-Signalwege

Eine weitere grosse Klasse von Effektormolekiilen, die durch G-Proteine aktiviert werden,
sind die Phospholipasen des Typs C (PLC) (MAJERUS, 1992). Phospholipasen spalten
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enzymatisch Phospholipide und werden, aufgrund ihres spezifischen Angriffpunktes am
Phospholipid, in die Typen A1, A2, C und D unterteilt. Eine wichtige regulatorische Funktion
besteht in der Spaltung Inositol-haltiger Phospholipide durch die PLC. Diese katalysiert die
Freisetzung von Diacylglycerol (DAG) und Inosit-1,4,5-trisphosphat (IP3) aus dem in der
Membran lokalisierten Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat (PIP,). DAG, IP; sowie das
durch IP; mobilisierbare Ca®" sind wichtige intrazelluldre Botenstoffe, so dass die PLC als
eines der zentralen Schliisselenzyme in der GPCR-Signaltransduktion betrachtet werden kann.
Von den drei bekannten Subtypen der PLC (j3, v, d) sind die Phospholipasen des Typs C[3 und
Cy die wichtigsten. Sie werden von verschiedenen G-Proteinen aktiviert. PLCP wird durch
Gog-Proteine, PLCy durch Rezeptor-Tyrosinkinasen sowie GPy;-Proteine (VAN BIESEN ef al.,
19954) stimuliert. Die PLC katalysierte Bildung von IP; fiihrt zur Freisetzung von Ca®" aus
Ca”*-Speichern des Endoplasmatischen Retikulums (ER). Dabei kommt es zur Bindung von
IP; an die IPs-Rezeptoren des ERs, bei denen es sich um Liganden-gesteuerte Ca®’-Kanile
handelt (BERRIDGE et al., 1993). Wihrend IP; nach Abspaltung als diffusibles Signalmolekiil
im Cytosol wirksam wird, verbleibt das hydrophobe DAG in der Membran. Eine regulatorisch
bedeutsame Funktion von DAG ist die Stimulation der Proteinkinase C (PKC). Die PKC
bildet eine in 12 Subtypen unterteilte Proteinkinase-Familie (o, BI, BIL, v, 8, €, &, 1, 6, 1, A und
l; DEKKER & PARKER, 1994). Die PKC ist neben DAG durch Kalzium-Ionen stimulierbar
und kann eine Vielzahl von Substratmolekiilen phosphorylieren. Zu diesen Molekiilen zdhlen
z.B. der ,,Epidermal Growth Factor*-Rezeptor, der Inhibitor IxB des Transkriptonsfaktors
NF«xB, das Ras-Protein oder weitere Ionenkanile.

1.4.3. Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase Signalwege

Die Ras-Proteine zdhlen wie die G-Proteine zu der Familie der regulatorischen GTPasen. Sie
verarbeiten Signale, die sie von Rezeptor-Tyrosinkinasen, Rezeptoren mit assoziierten
Tyrosinkinasen sowie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren empfangen. Bis zum
Ras-Protein erfolgt die Signalleitung vorwiegend membrangebunden. Danach wird das Signal
in Form einer Kaskade hintereinander geschalteter Proteinkinasen von der Membran weiter in
das Zellinnere geleitet. Das Ras-Protein in seiner aktiven Form kann die Raf-Kinase
aktivieren und ist so angebunden an den Mitogen-aktivierten Protein-Kinase-(MAPK)-
Signalweg. Die MAPK-Familie besteht aus drei Subfamilien: die p42/44 MAPK/extrazellulér
regulierte Kinase (ERK), die ,,c-Jun amino-terminal kinases/stress-activated protein kinases*
(JNKs/SAPKs) und die p38. Der p42/44 MAPK/ERK-Weg, im Folgenden nur noch MAPK
bezeichnet, soll hier stellvertretend fiir die anderen, dhnlich strukturierten Signalwege
vorgestellt werden. Die MAPK-Proteine stehen am Ende der Signaliibertragung. Thnen ist die
MAP/ERK-Kinase (MEK), die auch als MAP-Kinase-Kinase (MAPKK) bezeichnet wird,
vorgeschaltet. MEK wiederum ist Substrat fiir einen weiteren Typ vorgeschalteter
Proteinkinasen, die MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen (MAPKKK). Zu dieser MAPKKK-
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Gruppe gehoren unter anderem verschiedene Raf-Kinasen, die vom Ras-Protein oder der PKC
aktiviert werden. Die zentrale Funktion der MAPK-Wege besteht in der Phosphorylierung
und Aktivierung von genregulatorischen Proteinen oder von Enzymen (BLUMER & JOHNSON,
1994). Beispielsweise wird die Kinase ,,90-kDa ribosomal protein S6 kinase* (p90rsk )von
ERK aktiviert und kann den Transkriptionsfaktor ,,CRE binding protein“ (CREB)
phosphorylieren. Das CREB-Protein iibt eine stimulierende Wirkung auf die Transkription
von Genen aus, die cis-regulatorische, cCAMP sensitive DNA-Elemente (,,cAMP responsive
elements®, CREs) tragen (SASSONE-CORSI, 1995; SHAYWITZ & GREENBERG, 1999).

1.5. Orphan GPCRs

Die Suche nach G-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch Sequenz-Vergleiche hat zur
Entdeckung einer Vielzahl von mdglichen GPCRs gefiihrt, deren natiirliche (endogene)
Liganden unbekannt sind und die daher als ,,orphan“ G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(0GPCRs) bezeichnet werden (CIVELLI et al., 2001). Die Homologie der Aminosduresequenz
betrdgt oft nicht mehr als 30 —40 % zu bekannten GPCRs. Es sind zur Zeit ca. 300 offene
Leseraster in Offentlich zuginglichen Datenbanken identifiziert worden, die fiir einen
vermutlichen GPCR kodieren. 191 der 300 Gene kodieren fiir bekannte Rezeptoren und 108
Gene fiir Orphan-GPCRs. Darin sind die Geschmacks- und Geruchsrezeptoren (etwa 1200)
nicht enthalten (HOWARD, et al., 2001). Die oGPCRs reprisentieren eine wichtige Familie
von Zielproteinen fiir die pharmazeutische Industrie, da mehr als 50 % der vermarkteten
Medikamente als Agonisten oder Antagonisten von bekannten GPCRs dienen (DREWS, 1996).
Somit konnen die oGPCRs und ihre noch zu beschreibenden Liganden in Zukunft als
Leitsubstanzen fiir neue Therapeutika angesehen werden.

Die sogenannte ,,Orphan Rezeptor Strategie® wurde zur Identifizierung der natiirlichen
Liganden von oGPCRs entwickelt. Bei diesem Verfahren wird der Orphan Rezeptor in Zellen
transfiziert mit denen anschliessend Gewebehomogenate auf ,,second messenger*-Antworten
untersucht werden. Dabei dient die durch Rezeptor-Aktivierung hervorgerufene ,,second
messenger“-Antwort im Vergleich mit nicht-transfizierten Zellen als Detektionssystem zur
Identifizierung des moglichen Liganden gegeniiber inaktiven Substanzen. Nach
Reindarstellung und Strukturanalyse wird anschliessend die stimulatorische Wirkung des
natiirlichen Liganden durch chemische Synthese verifiziert. Die Orphan Rezeptor Strategie
beinhaltet mindestens zwei unbekannte Grossen: die chemische Beschaffenheit des Liganden
sowie der beteiligte Signaltransduktionsweg (CIVELLI et al., 2001). Mit dieser Strategie
wurden trotzdem einige unbekannte neue biogene Peptide entdeckt wie beispielsweise
Orphanin FQ (REINSCHEID et al., 1995), Orexin (SAKURAI et al., 1998) oder Ghrelin (KOJIMA
et al., 1999). Auch bereits bekannten Peptiden wie ,,melanin conentrating hormone* (MCH)
(BACHNER et al., 1999; CHAMBERS et al., 1999; SAITO et al., 1999), Urotensin Il (AMES et al.,
1999), Motilin (FEIGHNER ef al., 1999) oder Neuromedin U (SZEKERES ef al., 2000) konnte so
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der zugehorige oGPCR zugeordnet werden. Das ,,screenen von Orphan Rezeptoren mit

synthetischen oder bereits bekannten Substanzen wird auch als ,,Reverse Pharmakologie*

bezeichnet, bei der eine Gewebeextraktion, Fraktionierung und Strukturaufkldrung nicht
erforderlich ist (CIVELLI ef al., 2001). In den letzten 13 Jahren konnten iiber 25 Liganden
(Tab. 1) fiir oGPCRs identifiziert werden.

Tabelle 1: Bisher identifizierte Liganden fiir o GPCRs (mod. nach HOWARD et al., 2001)
Identifizierte Datum der Isolierung Rezeptor- Funktion
Liganden und Entdeckung Familie
deren Rezeptoren

5-HT1A 1988 Homologie Adrenozeptor Angst,
(G-21) (35 %)* Hypertension
Adenosin Al, A2A 1990 - 1991 Homologie, Adrenozeptor Regulation der
(RDC7, RDCS) cAMP-Test (24 %) Thrombozyten-
funktion, Angst
Nociceptin/Orphanin FQ 1995 Homologie, Peptid- Opioid (60 %) Schmerz-
(ORL1) isolierung, cAMP-Test regulation
Anaphylatoxin C3a 1996 Homologie, C5a Rezeptor Entziindung
cAMP Test (~37 %)
Growth Hormone 1996 - Peptidisolierung Neurotensin Wachstum
secretagogue 1999 Ca®"- Test (~30%)
(Ghrelin Rezeptor)
Prolactin-releasing 1998 Peptidisolierung, NPY (35 %) Prolactin-
Peptide Arachidonséure- Ausschiittung
(hGR3/GRP10) Ausschiittung
Calcitonin gene-related 1996 — 1998 Homologie, VIP/PACAP Schmerz
peptid-Peptide, cAMP-Test (29 %)
Adrenomedullin,
RAMPs
Orexin/Hypocretin 1998 Peptidisolierung, Adrenozeptor Energie-
(HPRAJ70), Orexin 1 und Ca”"-Ausschiittung, (30 %) homdgostase
2 Rezeptoren subtraktives Klonen
Apelin (APJ) 1998 Homologie, Angiotensin HIV-Co-Rezeptor
Peptidisolierung, (35 %)
Mikrophysiometrie
Thyrotropin-releasing 1999 Homologie TRH1 (54 %) Nociception (?)
Hormon
(trh2)
Cysteinyl leukotrienes: 1999 Datenbanken, PAF, P2 (32 %) Asthma
CysLT1 (HMTMFS8I, Ca®'- Test
HG55)
CysLT2 (HG57) 2000 CysLT1 (38 %)
Motilin 1999 Homologie, Liganden- GHS (52 %) Verdauungs-
(GPR38) screening traktmotilitat
Melanin-concentrating 1999 Homologie, Somatostatin Fettleibigkeit,
Hormone Peptidisolierung, (34 %) Energie-
(GPR24, SLC-1 = Ligandenscreening, regulation
MCHR1, MCHR?2) Ca”'- Test
Urotensin 11 1999 Homologie, Somatostatin, Vaso-
(GPR14, SENR) Peptidisolierung, Opioid, Galanin konstriktion
Ligandenscreening, (~25%)
Ca’"- Test
Sphingosine-1-phosphat: 1998 - 2000 Homologie, Bindung, Edg (~35-50 %), Entziindung,
Edgl, edg3, edg5, edg8 Ca”"- Test CBI1 (~ 30 %) Apoptose
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Identifizierte Datum der Isolierung Rezeptor- Funktion
Liganden und Entdeckung Familie
deren Rezeptoren

Lysophosphatidylsdure: 1999 - 2000 Homologie, Bindung, Edg (~ 35-50 %), Wundheilung
edg2, edg4, edg7 Ca*'- Test CBI1 (~ 30 %)
Allatostatin-dhnliches 1999 Homologie, Somatostatin, ?
Peptid Peptidisolierung, Galanin,
Elektrophysiologie Opioid (50-70 %)

Histamine H3 1999 Homologie, Bindung, Adrenozeptor CNS,
(GPCR97) cAMP-Test (02), Fettleibigkeit

Muskarinrezep.

M1) 31 %)
CCRI10, Eskine 2000 Homologie, CCR (~ 21 %) Lymphozyten-
(GPR2) Ca®'- Test Migration
UDP-Glukose, 2000 Homologie, Isolierung, Nucleotid-dhnlich, Gewebestress
(KIAA0001) Hefefunktions-Screening PAF, PAR

(28-34 %)
Sphingosinphosphoryl- 2000 Homologiescreening, P2Y (30 %) Wundheilung
cholin (OGR1) Ca®'- Test
Neuromedin U 2000 Homologie, Ca’"- Test Neurotensin, GHS Fressverhalten
(FM-3, FM-4, TGR-1) (~30 %)
Neuropeptide FF 2000 Datenbanken, Screening, Orexin 2, Y2 Schmerz
(HG31, NPGPCR, Ca®"- Test (32 %)
AF119815, EP884387)
Neuropeptid W 2002 Datenbanken, Screening, Opioid/Somato- Fressverhalten,
(GPR 7, GPR 8) cAMP-Inhibitions-Test, statin-Rezeptoren =~ Hormonaus-

[35S]GTPyS-Bindungs-Test (39-50 %) schiittung

Abbkiirzungen: CB1: Cannabinoid Typ 1 Rezeptor; CCR: CC Chemokinrezeptor; GHS: growth hormone
secretagogue; HPRAJ70: Hypocretin (Orexin) 1 Rezeptor; NPGPCR: Neuropeptid G-Protein-gekoppelter
Rezeptor; NPY: Neuropeptid Y; oGPCR: orphan G-Protein gekoppelter Rezeptor; OGR1: ovarian cancer G-
Protein-gekoppelter Rezeptor 1; PAF: Platelet-activating Faktor; PAR: Protease-activated Rezeptor; PRL:
Prolactin; RAMPs: Receptor activity modifying proteins; TRH: Thyrotropin-releasing Hormon; VIP/PACAP:
vasoactive intestinal peptide and pituitary adenylyl cyclase activating peptide.

* Die Prozentzahl in Klammern gibt die Homologie auf Aminosidureebene des oGPCRs mit den aufgefiihrten

Rezeptoren an.

1.6. Die Orphan Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40

1.6.1. GPR 7 und GPR 8

GPR 7 und GPR 8 wurden von O'DOWD et al. (1995) aus genomischer DNA mittels PCR

amplifiziert. Die kodierenden Sequenzen von GPR 7 und 8 haben keine Introns und zeigen

untereinander

eine 70 %ige Homologie.

Daruberhinaus

besitzen beide

signifikante

Ubereinstimmungen mit der kodierenden Sequenz der Transmembrandominen der Opioid-

und Somatostatin-Rezeptoren. GPR 7 ist auf Chromosom 10q11.2-q21.1 und GPR 8§ auf

Chromosom 20q13.3 lokalisiert. PCR-, Northern Blot-Analysen sowie in situ Hybridisierung

belegen die Expression von GPR 7 in Hippocampus, Amygdala, Thalamus, Corpus callosum,

Substantia nigra, Cerebellum, frontalem Cortex, Hypophyse sowie den suprachiasmatischen,

arcuate und ventromedialen Nuclei des Hypothalamus, Prostata, Hoden, Lunge, Trachea,
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Colon, Rectum und der Haut. GPR 8 wird im frontalen Cortex, Hippocampus, Nucleus
caudatus , Amygdala, Thalamus, Corpus callosum, Substantia Nigra, Cerebellum, Hypophyse,
Nebennierendriise, Milz, Hoden, Lunge, Colon, Rectum und der Haut exprimiert.
Pharmakologische Untersuchungen zeigten, dass an den GPR 7-Rezeptor verschiedene
Opioide wie Brenazocine und Levorphanol binden. Die spezifischen selektiven Agonisten der
i, 0 oder x¥ Opioid-Rezeptoren zeigen dagegen nur eine sehr geringe Affinitit zum GPR 7-

Rezeptor.

1.6.2. PNR

ZENG et al. (1998) identifizierten aus humaner genomischer DNA eine Sequenz mit sieben
potentiellen Transmembran-Elementen und signifikanter Homologie zu humanen
Neurotransmitter-Rezeptoren. Das zugehdrige kodierende Gen wurde aus einer humanen
Lambda DASH II Gen-Bibliothek isoliert und als ,,putative neurotransmitter receptor* (PNR)
bezeichnet. PNR kodiert fiir ein 38,3 kDa Protein, dessen aus 338 Aminosduren bestehende
Sequenz grosse Homologien zum Serotonin-Rezeptor 5-HT;p der Ratte besitzt (35 %
identische Aminosiuren, 56 % dhnliche Aminosiuren). Weitere signifikante Ahnlichkeiten
mit jeweils ~ 34 % identischen Aminosduren bestehen zu dem 5-HT;p-Rezeptor des
japanischen Pufferfischs Fugu (7Takifugu), dem 5-HTs-Rezeptor der Maus, dem Alpha-2
adrenergen Rezeptor und dem D2 Dopamin-Rezeptor. PNR ist auf Chromosom 6q23
lokalisiert und wird im Skelettmuskel, Amygdala, Hippocampus, Nucleus caudatus, Thalamus

und Hypothalamus exprimiert.

1.6.3. p40

p40 ist ein 40 kDa grosses integrales Membranprotein und wurde von MAYER et al. (1998)
mittels Affinitdts-Chromatographie aus Erythrozyten-Plasmamembranen isoliert. Dabei
dienten verschieden grosse C-terminale Abschnitte des in der Erythrozytenmembran
lokalisierten Peptides Stomatin als Sdulenmatrix. Die komplette fiir 399 Aminosduren
kodierende Gensequenz von p40 wurde aus einer humanen Knochenmark- sowie einer fetalen
Gehirn-cDNA-Bibliothek kloniert. p40 zeigt eine hohe Expression in den Neuronen des
Gehirns, speziell im Hippocampus, Kleinhirn, Riickenmark ausserdem in Testis,
verschiedenen Epithelzellen, Thymocyten, Megakaryozyten und Makrophagen (MAYER et al.,
1998; BAUER et al., 2000).

1.7. Melanin-concentrating hormone (MCH)

»Melanin concentrating hormone* (MCH) ist ein zyklisches Peptid und wurde erstmals 1983

von KAWAUCHI et al. aus der Lachs-Hypophyse isoliert und seqenziert. Das spdter aus Ratten-
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Hypophyse gereinigte MCH (rMCH) ist mit 19 Aminosduren um zwei Aminosduren langer
als das Lachs-Homolog (VAUGHAN efal, 1989). rMCH zeigt eine 100 %ige
Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz mit humanem MCH (hMCH) (PRESSE ef al.,
1990). MCH hat sehr unterschiedliche physiologische Wirkungen. Es reguliert zusammen mit
»0-melanocyte-stimulating hormone* (-MSH) die Pigmentierung der Haut von Teleostiern
(BAKER, 1991). MCH und o-MSH fungieren dort als Antagonisten. In Sdugetieren wird MCH
hauptsichlich in den Perikarien des lateralen Hypothalamus und der Zona incerta exprimiert
(QU et al., 1996; SONE et al., 2000) und besitzt eine wichtige Rolle in der Kontrolle des
Fressverhaltens, im Energiestoffwechsel und in der Stressantwort. MCH gehort zusammen
mit Neuropeptid Y (NPY), Orexin A und B, Galanin und ,,Agouti-related peptide” (AgRP) zu
der Gruppe der putativ Appetit-stimulierenden Neuropeptide, wiahrend o-MSH, ,,corticotropin
releasing hormone (CRH), Cholecystokinin (CCK), ,,cocain and amphetamine regulated
transcript (CART), Neurotensin, ,,glucagon-like peptide* (GLP 1) und Bombesin zu der
Gruppe der Appetit-hemmenden Neuropeptide zdhlen (TRITOS & MARATOS-FLIER, 1999).
Eine intracerebroventriculare (i.c.v.) Injektion von MCH in Ratten fiihrt zu einer
signifikanten, dosisabhéngigen Erhohung der Nahrungsaufnahme sowie zu einer Erniedrigung
des Glucocorticoid-Spiegels im Plasma iiber einen ACTH-(adrenocorticotropes Hormon)-
vermittelten Mechanismus. MCH und o-MSH zeigen dabei einen gegensitzlichen Einfluss
auf das Fressverhalten und den stressbedingten Glucocorticoid-Plasmaspiegel. MCH stellt
einen funktionellen Melanocortin-Antagonisten im Hypothalamus dar (QU efal, 1996;
LUDWIG, etal., 1998; CHAMBERS etal., 1999; SUPLY etal, 2001). Im Hypothalamus
fettleibiger Lep°b/Lep°b-Knockout-Méiuse (= ob/ob-Méuse, Leptin-Knockout) wurde eine
3-fache Erhohung der MCH-Expression festgestellt (QU et al., 1996). Diese Uberexpression
von MCH scheint die Ursache fiir die Fettleibigkeit und Insulin-Resistenz transgener Mause
zu sein (LUDWIG efal, 2001). In Hungerversuchen mit Leptin-Knockout-Mausen und
normalen Maédusen wurde fiir beide Tiergruppen eine erhohte MCH-Expressionsrate
festgestellt. Leptin fungiert als Negativregulator der MCH-Rezeptor-Expression im Gehirn
von Maéusen (KOKKOTOU et al, 2001). SLC 1/MCHRI1-Knockout-Miuse (Mchlr'/') zeigen
ein verdndertes Fressverhalten und haben, im Vergleich zu normalen Méusen, aufgrund einer
erhohten Stoffwechselrate sowie hyperaktivem Verhalten ein reduziertes Korpergewicht
(SHIMADA et al., 1998; MARSH et al., 2002). SHIMADA et al., (1998) stellte des weiteren bei
Mchlr”-Miusen eine Verringerung der Nahrungsaufnahme (Hypophagie) fest, wogegen
MARSH et al. (2002) eine erhdhte Nahrungsaufnahme (Hyperphagie) berichtete. MCH und die
Komponenten des MCH-Signaltransduktionsweges sind daher als potentielle Adipositas-

Therapeutika von grossem Interesse.
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1.7.1. Rezeptor-Spezifitat von MCH

Durch alternatives Spleiflen von primidren mRNA-Transkripten konnen, ausgehend von einem
einzigen Gen, eine Vielzahl von Transkripten und damit Proteinen in eukariotischen Zellen
generiert werden (SHARP, 1994). Alternatives Spleillen des aus dem MCH-Gen resultierenden
primdren RNA-Transkripts fithrt im Gehirn der Ratte zur Synthese von zwei mRNAs (Abb. 2,
MCH-mRNA, MGOP-mRNA). Die MCH-mRNA kodiert fiir ein Vorlaufer-Peptid
(pre-proMCH), aus dem durch posttranslationale Modifikation neben MCH auch die
bioaktiven Peptide Neuropeptid GE (NGE) und Neuropeptid EI (NEI) resultieren (NAHON
et al., 1989; TOUMANIANTZ et al., 2000). Eine i.c.v Injektion von NEI oder o-MSH in Ratten
fiihrt zu einem verstdrkten Fellpflege- und Nachwuchspflege-Verhalten sowie erhohter
Laufaktivitdt. Dies durch NEI und o-MSH hervorgerufene Verhalten wird durch MCH-Gabe
wieder aufgehoben (SANCHEZ et al., 1997).

Signal NGE NEI MCH
pre-proMCH
(A) A A
MCH-mRNA I Exon I1]
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s \ ~
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pad \ SN
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Abbildung 2: Struktur der MCH- und MGOP-mRNA und der daraus abgeleiteten Proteine.
(nach TOUMANIANTZ et al.,, 2000). Schematische Darstellung des MCH-Gens und
differenzielles Spleiling des primiren MCH-mRNA-Transkriptes. Gezeigt ist das
pre-proMCH mit den Peptiden von NGE, NEI und MCH sowie das pre-MGOP mit dem
MGOP-Peptid 1. Nachgewiesene posttranslationellen Modifikations-Stellen sind mit A,
postulierte sind mit (A) angegeben.

Die zweite mRNA (MGOP-mRNA) kodiert fiir ein putatives 125-Aminosduren langes
Protein, welches als ,,MCH-gene-overprinted-polypeptide® (MGOP) bezeichnet wird
(TOUMANIANTZ et al., 1996). Es besteht lediglich aus dem Exon I und Il des MCH-Gens.
Expressions-Studien von MGOP und MCH im Gehirn der Ratte zeigten eine starke MGOP-
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Immunreaktivitdt in den periventrikuldren Nuclei des Hypothalamus sowie verstreut im
Cortex, Caudatum, Putamen, Amygdala und dem lateralen, septalen Nucleus. Eine
Ubereinstimmung der Expressionen von MCH und MGOP wurde lediglich in der Zona
incerta sowie dem lateralen Hypothalamus detektiert. Die physiologische Funktion von
MGOP ist bisher nicht bekannt, die Verteilung der MGOP-Immunreaktivitit in Gehirn lasst
auf eine neuroendokrine Rolle von MGOP schliessen (TOUMANIANTZ ef al., 2000). Die sich
gegenseitig antagonistisch beinflussenden physiologischen Funktionen von MCH und o-MSH
bzw. NEI, die Sequenz-Homologien zwischen Somatostatin- und MCH-Rezeptor und die
Generierung verschiedener Proteine aus dem MCH-Gen lassen vermuten, dass a-MSH, NEI,
MGOP sowie Somatostatin als natiirliche Liganden an den MCH-Rezeptor binden.
Somatostatin-14 und seine Analoga (RC-160, Cortistatin-14 und —29), NEI, NGE, MGOP-14
und —27 fiihren allerdings zu keiner Aktivierung des MCH-Rezeptors. Da eine Stimulation
des MCH-Rezeptors durch MCH weder von NEI noch a-MSH blockiert wird, kann von einer
spezifischen Bindung zwischen Rezeptor und Ligand ausgegangen werden. Die
gegensdtzlichen physiologischen Effekte resultieren wahrscheinlich aus gegenseitiger
Beeinflussung der Signaltransduktionswege nach Ligandenbindung (SAITO et al., 2000).
Mutationsstudien zur MCH-Rezeptor-Aktivierung konnten belegen, dass Asp'*® in den MCH-
Rezeptoren (SLC 1/MCHR1, MCHR2, s.u. 1.8) und Arg®, Met®, Arg'' und Tyr"? im hMCH-
Peptid fiir die richtige Konformation des MCH Peptid/Rezeptor-Komplexes notwendig sind.
Dadurch besteht die Moglichkeit, potente und selective Agonisten und Antagonisten fiir beide
Rezeptor-Subtypen zu entwerfen (MCDONALD et al., 2000; BEDNAREK et al., 2001).

1.8. Die MCH-spezifischen Rezeptor-Subtypen SLC 1/ MCHRI1,
MCHR?2 und SLT

1.8.1. Der SLC 1- Rezeptor / MCHR1-Subtyp

Der G-Protein-gekoppelte ,,somatostatin-like“-Rezeptor (SLC 1, MCHRI1) wurde mittels
Datenbankrecherche als EST (,,expressed sequence tag)-Eintrag gefunden. Die Sequenz wies
eine 40 %ige Homologie zu den hydrophoben Transmembrandominen der fiinf bekannten
Somatostatin Rezeptoren auf. Dieser aus humaner genomischer DNA klonierte Rezeptor
besteht aus 402 Aminosduren, das auf Chromosom 22, q13.3 lokalisierte Gen weist keine
Introns auf (KOLAKOWSKI ef al. 1996). LAKAYE et al. (1998) identifizierten eine kiirzere
Variante des SLC 1 -Rezeptors aus Rattenhirn sowie die entsprechende humane Form. Diese
353 Aminosdure lange humane/Ratten-Sequenz ist am N-Terminus um 49 Aminosduren
verkiirzt und zeigt 91 % Homologie zu der von KOLAKOWSKI et al. (1996) publizierten
SLC 1-Rezeptor-Sequenz. Diese 353 Amionsdure-Variante besitzt drei konsensus N-Glykosi-
lierungsstellen am Aminoterminus und mehrere Phosphorylierungsstellen an den

intrazelluldren Schleifen. Das Gen besteht aus zwei Exons, die durch ein Intron getrennt sind.
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Northern Blot Analysen und in situ Hybridisierungen zeigen eine Expression des SLC I-
Rezeptors im olfactorischen Nucleus, cerebralem Cortex, Substantia Nigra, basalen
Vorderhirn, Thalamus, Mittelhirn, Rombencephalon sowie in den ventromedialen und
dorsomedialen Nuclei des Hypothalamus (KOLAKOWSKI et al. 1996; CHAMBERS et al., 1999;
HERVIEU et al.,, 2000). Der SLC 1-Rezeptor bindet MCH im sub-nanomolaren Bereich.
Stimulation mit MCH fiihrt zur Mobilisierung von intracellulirem Ca*" sowie einer Reduktion
der Forskolin-induzierten Produktion von cAMP. Dieser inhibitorische, durch Pertussistoxin
blockierbare, Effekt weist auf die Signaltransduktion des SLC 1-Rezeptors liber Goy-Proteine
hin (CHAMBERS ef al., 1999; SAITO et al., 1999). Nach aktueller Nomenklatur ist der SLC 1-
Rezeptor als MCHR1 deklariert, er wird im Folgenden weiterhin nach der urspriinglichen

Benennung als SLC 1-Rezeptor bezeichnet.

1.8.2. Der MCHR2-Subtyp

Die Suche nach GPCRs in humanen genomischen Sequenz-Datenbanken fiihrte 2001 zur
Identifikation eines zweiten MCH-Rezeptors (MCHR2). Der MCHR2 besteht aus fiinf
kodierenden sowie einem nicht-kodierenden Exon und ist auf Chromosom 6q21 lokalisiert
(AN et al., 2001). Insgesamt zeigt der MCHR2 eine 36 %ige Aminosdure-Homologie zum
SLC 1/MCHRI. Der Vergleich der Aminosduresequenzen der Transmembrandoménen der
beiden Rezeptoren zeigt eine 44 %ige Homologie. Der MCHR2 wird, wie SLC 1, spezifisch
im Gehirn exprimiert. Im cerebralen Cortex, Hippocampus und Hypothalamus wurden hohe,
im caudalen Nucleus, Putamen und Thalamus niedrige Expressionsraten des MCHR2
gefunden. Genauere Untersuchungen mittels in situ Hybridisierung in Affen (Cercopithecus
aethiops) und humanem Gehirngewebe zeigen eine hohe Expressionsrate von SLC 1 im
dorsomedialen Hypothalamus wéhrend MCHR2 in dieser Gehirnregion keine oder nur
geringe Expressionsraten aufweist. Im Gegensatz dazu ist in den vorderen und lateralen
Hypothalamusregionen die MCHR2-Expression erhoht und das SLC 1-Signal kaum zu
detektieren. Im ventromedialen Nucleus des Hypothalamus werden beide Rezeptorvarianten
stark exprimiert (SAILER ef al., 2001). Die Stimulation des MCHR2 mit MCH fiihrt wie bei
dem SLC I/MCHRI1 zur Ca®*'-Freisetzung. Im Gegensatz zum SLC 1 ist der MCHR2
Pertussistoxin-insensitiv und eine Stimulation mit MCH fiihrt nicht zur Reduktion der
Forskolin-stimulierten cAMP-Produktion. Dies deutet auf eine Go,-Protein-Kopplung des
MCHR2 hin (AN et al., 2001; SAILER et al., 2001). MCHR2 zeigt wie auch der SLC 1
gegeniiber o-MSH keine Aktivierbarkeit (HILL et al., 2001).

1.8.3. Der SLT-Subtyp

MORI et al. (2001) fanden mittels Sequenzvergleich im humanen Genom den GPCR SLT. Er

wurde aus einer humanen Hippokampus-cDNA-Bibliothek kloniert und zeigt eine 31,5 %ige
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Homologie zum SLC 1-Rezeptor. SLT-exprimierende CHO-Zellen reagieren auf eine
Stimulation mit MCH im subnanomolaren Bereich. Expressions-Analysen aus humanen
Geweben mittels PCR, zeigen im Gehirn, speziell im cerebralen Cortex, Amygdala,
Hippocampus und Corpuss callosum sowie in verschiedenen peripheren Geweben eine SLT-

Genexpression.

1.9. Gewebe- und Hamofiltrat-Peptidbanken als Quelle biologisch
aktiver Substanzen

Im Korper zirkulierende regulatorische Substanzen werden entweder direkt in die Blutbahn
sezerniert oder sie diffundieren vom interstitiellen in den vaskuldren Raum. Fast alle
regulatorischen Substanzen wie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Immun-, Neuro- und
Ionenkanalmodulatoren sind im Plasma zu finden. Deshalb stellt Plasma eine Quelle fiir
systemisch zirkulierende regulatorische Substanzen dar. In der IPF PharmaCeuticals GmbH
wurde das Konzept zur Isolierung von bioaktiven Substanzen aus Hadmofiltrat als eine zu
Plasma vergleichbare Quelle im grosserem Malstab realisiert sowie Extraktions- und
Analyseverfahren etabliert (FORSSMANN et al., 1993). Hamofiltrat wird von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz gewonnen und enthdlt Peptidhormone in &hnlichen
Konzentrationen wie sie auch in Blutplasma detektierbar sind (SCHEPKY et al., 1994). Auf der
Basis einer etablierten ,Large-Scale“-Aufreinigung werden routinemissig 10.000 L
Héamofiltrat-Chargen aufgearbeitet und daraus Peptidbanken generiert (SCHULZ-KNAPPE
etal., 1997). Aus den Héamofiltrat-Peptidbanken wurden verschiedene biologisch aktive
Peptide isoliert (vgl. KUHN et al.,, 1993; HESS et al.,1995; SCHULZ-KNAPPE et al., 1996). Die
Herstellung von Peptidbianken aus Gewebehomogenaten wie Thymus, Gehirn, Plazenta und
Sperma wurde in den letzten Jahren am IPF soweit entwickelt (SEILER ef al., 1999), dass auch
aus solchen Priparationen gewebespezifische biologisch aktive Substanzen isoliert werden
konnen (LAMMERICH et al., 2002). Bei der Suche nach Liganden fiir o GPCRs wurden bisher
verschiedene Quellen verwendet. Dazu zdhlen Substanzbibliotheken mit bekannten Peptiden
(SZEKERES et al., 2000), oder es wurden in den Extrakten von Gewebehomogenaten bekannte
aber auch unbekannte Liganden identifiziert (REINSCHEID et al., 1995; SAKURAI et al., 1998;
HINUMA et al., 1998; KOIIMA et al., 1999; SAITO et al., 1999; ZHANG et al., 2001; FuIll et al.,
2002; SHIMOMURA et al., 2002).
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1.10. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung funktionell aktiver Liganden fiir die Orphan
Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40 und Charakterisierung der durch die Liganden
ausgelosten Signaltransduktionsmechanismen. Die Auswahl der Orphan Rezeptoren wurde
durch die mogliche biologische Relevanz bestimmt. Es wurden gezielt OR ausgewihlt, die
iiberwiegend im Gehirn exprimiert werden und daher neurologische Erkrankungen betreffen
konnten. Aufgrund der Expressionsmuster der Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40
(O'DOWD et al. 1995; MAYER et al. 1998; ZENG et al. 1998; BREZILLON et al. 2002) besteht
die Moglichkeit, dass Liganden der Rezeptoren im Gehirn {iber einen autokrinen, parakrinen
oder exokrinen Mechanismus wirken. Daher sollten iiber ein initiales ,,Screening* biologische
aktive Substanzen in etablierten Gehirn- oder Hamofiltrat-Peptidbanken gefunden werden.
Nach Verifizierung der biologischen Aktivitit der Substanzen sollten endogene Liganden
isoliert und pharmakologisch charakterisiert werden. Fiir die Etablierung des Bioassays wurde
der SLC 1-Rezeptor mit seinem bekannten Liganden ,,melanin concentrating hormone*
verwendet. Dariiber hinaus wurden genauere Untersuchung zu den MCH-ausgelGsten

Signaltransduktionsmechanismen durchgefiihrt.

Aufgrund der Beobachtung, dass vielen GPCRs mehr als einen Liganden haben, wurden auch
nach Identifikation eines Liganden durch andere Gruppen, laufende Aufreinigungen

fortgesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien, Organismen und Kulturbedingungen

2.1.1. Herstellung und Sterilisation von Losungen

Thermostabile wéssrige Losungen und Gebrauchsgegenstinde (Glaswaren, Polypropylen-
Pipettenspitzen) wurden 20min bei 121°C und 1bar Uberdruck in einem
Dampfdruckautoklaven (Bioclav 3.021001, Schiitt Labortechnik) sterilisiert.

Losungen, die nicht mit feuchter Hitze behandelt werden konnten, wurden iiber Cellulose-
Acetat-Phthalat(CAP)-Membranfilter sterilfiltriert (Filtropur, Sarstedt, & 0,22 um oder
0,45 um). Die Entkeimung von Metall- und Keramikwaren erfolgte iiber 3 h bei 180 °C

trockener Hitze.

Das Ansetzen von Pufferlosungen, Ndhrmedien und Nihragar erfolgte ausschlieBlich mit
deionisiertem Wasser aus eine Reinstwasseranlage (Milli-Q"" plus, Millipore), wihrend fiir
molekularbiologische Zwecke steriles, schwermetallfreies Wasser (ACS-grade) genutzt
wurde. Die fiir die Reagenzienherstellung bendtigten Losungsmittel und Feinchemikalien
hatten Analysequalitit und wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
BioWhittaker, Costar/Corning, Falcon, Greiner, Life Technologies™, Merck, Roth und
Sigma-Aldrich bezogen.

2.1.2. Gerite und Apparaturen

Neben laboriiblichen Standardgerédten wie Priazisionspipetten, Heizplatten, Magnetriihrern u.a.

wurden folgende Geréte verwendet:

Laborgerit (Model) Hersteller
Agarose-Gelelektrophorese-Apparatur Renner, Darmstadt
Analytik-Waage (AC 120 S) Satorius, Gottingen
Bildbearbeitung:
- Kodak EDAS 290-Dokumentations-

system mit Software Kodak 1D v.3.5.0 Kodak, Frankfurt
- Gel Doc 2000 System mit Software

QuantityOne® 4.0.1 Bio-Rad, California, USA
FLIPR™ (Fluorimetric Imaging Plate Reader) Molecular Devices, Sunnyvale, USA
Inkubationsschrank (B6030) Heraeus, Hanau
Kapillarelektorphorese-Sequenzer:
- ABI PRISM ™ 310 Genetic Analyser AppliedBiosystems, Weiterstadt

Kulturschiittler (Innova ™ 4340) New Brunswick, C.A., USA
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Laborgerit (Model) Hersteller

LumiStar®, Luminometer BMG Lab Technologies GmbH, Offenburg
Proteingelelektrophorese:

- Mini-Protean II Elektrophoresezellen BioRad, California, USA

- XCell Sure Lock Gelkammer Invitrogen™, Groninngen, NL
Hybridisieungsofen (HB-1D) Techne, Cambridge

Speedvac Univapo (150 H) Uniequip, Martinsried

Spektralphotometer (DU® 640) Beckmann, Miinchen

Sterile Arbeitsbank (8511) Kéttermann, Uetze-Hanigsen
Thermocycler:

- GeneAmp PCR System 2400 und 9600 Perkin Elmer, Weiterstadt

Ultraschallgerat (Vibra cell) Sonic & Materials, Danbury, Connetticut, USA
UV-Stratalinker Stratagene, Kirkland, USA

2.1.3. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht ausdriicklich erwdhnt, waren fiir allgemeine Laborarbeiten (Reaktionsgefife,
Handschuhe, Pipettenspitzen, Glaswaren usw.) die Firmen Greiner (Niirnberg), Eppendorf
(Hamburg), Nunc (Wiesbaden) und Roth (Karlsruhe) die Bezugsquellen. Labor-Chemikalien
wurden in Analysen-Qualitdt und biochemische Reagenzien in Molekularbiologie-Qualitét
von den Firmen Applichem (Darmstadt), Bio-Rad (California, USA), Boehringer
(Mannheim), Life Technologies™ (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim),
Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Peribo (Bonn) und Pharmacia (Freiburg)

bezogen.

Filterpapier Schleicher und Schuell, Hannover
Filterkarton Whatman 3 MM Roth, Karlruhe
Mehrfachkulturschalen, 24-Well Corning Costar, NY, USA
Mehrfachkulturschalen, 96-Well, weill m.D., Klarb. Corning Costar, NY, USA
Mehrfachkulturschalen, 96-Well, schwarz m.D., Klarb. Corning Costar, NY, USA
Polyscreen® PVDF Transfer Membran 0,45 pm NEN® Life Science LTD., Boston, USA
Rontgenfilm, CL-XPosure™ Peribo Science, Illinois, USA
Rontgenfilmentwickler Rodinal B&W Agfa-Gevaert, Leverkusen
Rontgenfilmfixierer Tetenal Superfix Tetenal Photowerk, Norderstedt
Sterilfilter: Millex-GS Millipore, Eschborn
Zellkultur-Flaschen, 25 cm’ Sarstedt, Newton, NC, USA
Zellkultur-Flaschen, 75 cm’ Filterdeckel Sarstedt, Newton, NC, USA
Zellkulturschalen, 100 x 20 mm Falcon/Becton-Dickenson, NY, USA

2.1.4. Enzyme und Reagenziensitze

Fir gentechnische Arbeiten wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Enzyme und
entsprechenden Puffer von den angegebenen Firmen bezogen. Die spezifische Spaltung von

DNA erfolgte mit Restriktionsendonucleasen der Firmen Pharmacia (Freiburg)



Material und Methoden 25

Tabelle 2: Verwendete DNA-modifizierende Enzyme

Bezeichnung / Hersteller

Enzym

Reverse Transcriptase Superscript ™ II RT, Life Technologies™, Eggenstein
RNase-Inhibitor RNasin, Promega, Heidelberg

DNA-Polymerase Taq Polymerase, Qiagen, Hilden

Klenow-Enzym DNA-Polymerase I ,,large fragment*, Roche, Mannheim
DNA-Ligase T4 DNA Ligase, Pharmacia, Freiburg

Die Modifikation der DNA (Spaltung, Dephosphorylierung, Ligation) erfolgte dabei stets
nach den Instruktionen des Herstellers. Die enzymatischen Spaltung mit Restriktions-
endonucleasen wurde in den entsprechenden Puffern bei 37 °C in einem Volumen von
mindestens 30 pl durchgefiihrt, um Nebeneffekte durch hohe Konzentrationen an Glycerin, in

denen die Enzyme gelagert werden, zu vermeiden.

Zur schnelleren und einheitlichen Durchfiihrung von molekular- und zellbiologischen

Routinearbeiten wurden die in Tabelle 3 angegebenen Reagenziensitze (,,Kits*) verwendet.

Tabelle 3: Verwendete kommerziell erhiltliche Kits

Anwendung Kit / Hersteller

RNA-Isolierung RNeasy® Mini Kit, Qiagen
Plasmid-Isolierung NucleoSpin® Plus-Kit, Macherey-Nagel

Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen NucleoSpin Extract Kit, Macherey-Nagel

Reinigung von PCR-Produkten PCR-Purification Kit, Qiagen

Reinigung von DNA-Fragmenten NucleoSpin Extract Kit, Macherey-Nagel
DNA-Sequenzierung ABI PRISM™ BigDye Terminator Cycle Sequencing
DIG Markierung von DNA DIG DNA Labeling Kit, Roche

Transfektion eukariotischer Zellen Effectene™ Trasfection Reagent, Qiagen
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Fiir die molekular- und zellbiologischen Experimente wurden im Rahmen dieser Arbeit die in

Tabelle 4 aufgefiihrten Bakterienstimme und Plasmide verwendet.

Tabelle 4:

Verwendete Bakterienstimme und Plasmide

Bakterienstamm

Genotyp / relevante Eigenschaften

Anbieter / Referenz

Escherichia coli XL2Blue

Cam']

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,
lac [F’, proAB, lacl®, lacZAM15, Tn10(Tet") Amy NL

Statagene®, Amsterdam,

Plasmide

relevante Eigenschaften

Anbieter / Referenz

pcDNA3.1neo (-)
(Xhol/HindIII)

Zellinien

Klonierungs-Vektor mit Neomycin-Gen (Geneticin

Invitogen®, Groninngen,

(G418)-Resistenz) zur Selektion stabil transfizierter NL

pGL2-basic-Vektor

Enhancer

Luciferase-Reportergen-Vektor, kein Promotor oder

Promega®, Heidelberg

2.1.5. Oligonukleotide

Die zur Uberpriifung der cDNA-Sequenzen und fiir RT-PCR bedtigten Oligonukleotide

wurden von verdffentlichten Nukleotidsequenzen aus der GenBank (2.1.7) abgeleitet und von
MWG-Biotech bezogen. Sie sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5:

Ubersicht der eingesetzten Oligonukleotide

Bezeichnung /

Richtung

Oligonukleotidsequenz 5'— 3'

Bemerkungen

GPR 24-5' (forward)

CATTACTCGAGAGGATGGACCTGGAAGCCTCGCTGCT

Oligo fiir GPR 24/SLC 1

GPR-25-3' (reverse)

ACAGAAAGCAAAGGCACCTGATAAAAGCTTCAGCG

Oligo fiir GPR 24/SLC 1

GPR24 SeqOli 1 (reverse) ATGCCCTTCATGATCCAC Sequenzier-Oligo fiir GPR 24/SLC 1
GPR24 SeqOli 2 (reverse) ATGCCCAGGAGAAAGAG Sequenzier-Oligo fiir GPR 24/SLC 1
GPR24 SeqOli 3 (forward) CCCCTGTGTGGCTGTATG Sequenzier-Oligo fiir GPR 24/SLC 1
GPR24 SeqOli 4 (forward) TGGGTTGGGCAGGCGTATG Sequenzier-Oligo fiir GPR 24/SLC 1

GPR7 Oli 1 (forward)

GACCTCGAGCGGCTCCTCTGCCCTCGTTGAGA

Oligo fiir GPR 7

GPR7 Oli 2 (reverse)

GACTGAAGCTTTGGCCAGGAGTGGCGCGCAGTTG

Oligo fiir GPR 7

GPR7 SeqOli-3 (forward) CCTTCTCCAGCCTCTACT Sequenzier-Oligo fiir GPR 7
GPR7 SeqOli-4 (reverse) CGGTCGGCGCTCATGAC Sequenzier-Oligo fiir GPR 7
GPR7 SeqOli-5 (forward) GGCAATCCTGGCGGTGTG Sequenzier-Oligo fiir GPR 7
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Bezeichnung /

Richtung

Oligonukleotidsequenz 5'— 3'

Bemerkungen

GPR7 SeqOli-6

CCTTGGCGTGGCTGTCC

Sequenzier-Oligo fiir GPR 7

GPR8 Oli 11 (forward)

GAACTGATCTGCTGAAGTCTCACCA

Oligo fiir GPR 8

GPRS Oli 12 (reverse)

TTCAGCACCGCAATATGCTGCGGA

Oligo fiir GPR 8

GPR8 SeqOli-3 (forward) GGGCTCTTCACGCTGGTC Sequenzier-Oligo fiir GPR 8
GPRS8 SeqOli-4 (reverse) CGATGTTGACGGGCAGTA Sequenzier-Oligo fiir GPR 8
GPR8 SeqOli-5 (forward) CGAGCGGGTCTGGTTCAA Sequenzier-Oligo fiir GPR 8
GPR8 SeqOli-6 (reverse) GAAGCCCAGGACCAAAGT Sequenzier-Oligo fiir GPR 8
PNR Oli 1 (forward) GCACTCGAGACCATGAGAGCTGTCTTCATCCAAG Oligo fiir PNR
PNR Oli 2 (reverse) GGCGGAAGCTTTCATTCTTGGTACAAATCAACAGT Oligo fiir PNR

PNR SeqOli-3 (forward) TACCTGGACACCCTCTTC Sequenzier-Oligo fiir PNR

PNR SeqOli-4 (revers) GCTCAATGTGGTAATCTGC Sequenzier-Oligo fiir PNR

PNR SeqOli-5 (forward) ACTTCCCTTTGTTCTTTGTC Sequenzier-Oligo fiir PNR

PNR SeqOli-6 (revers) AGTGGCGGTCAATGGAAAT Sequenzier-Oligo fiir PNR

P40 Oli 1 (forward) GGACTCGAGGGCGTCATGGCTCAAAGGGCCTT Oligo fiir p40

P40 Oli 2 (revers) GCGAGAAGCTTCCTTTCAGAGTTCAAATGCAGGGAA Oligo fiir p40

P40 SeqOli-3 (forward) GAGAAGCAGGCAGAAGATT Sequenzier-Oligo fiir p40

P40 SeqOli-4 (revers) CCTCTCTGAATACCTTATAG Sequenzier-Oligo fiir p40

P40 SeqOli-5 (forward) GGTCAAGCCCAGTGTAGA Sequenzier-Oligo fiir p40

P40 SeqOli-6 (revers) TATGGCTTTGAGGAATCTTTT Sequenzier-Oligo fiir p40

pcDNA 3.1 FW (forward) ATACGACTCACTATAGGGAG Sequenzier-Oligo fiir pcDNA 3.1 Vektor
pcDNA 3.1 REV (revers) TAGAAGGCACAGTCGAGGCT Sequenzier-Oligo fiir pcDNA 3.1 Vektor

2.1.6. GrofBlenstandarts

DNA-Groflenmarker
100 Basenpaarleiter: 2072 Bp, 1500 Bp, 1400 Bp, 1300 Bp, 1200 Bp, 1100 Bp, 1000 Bp, 900 Bp, 800 Bp, 700
Bp, 600 Bp, 500 Bp, 400 Bp, 300 Bp, 200 Bp, 100 Bp (Life Technologies™, Eggenstein)

1 Kilobasenpaarleiter: 12216 Bp, 11198 Bp, 10180 Bp, 9162 Bp, 8144 Bp, 7126 Bp, 6108 Bp, 5090 Bp, 4072
Bp, 3054 Bp, 2036 Bp, 1636 Bp, 1018 Bp, 506 Bp, 396 Bp, 344 Bp, 298 Bp (Life Technologies™, Eggenstein)

RNA-Groflenmarker
9,5 — 0,24 Kilobasenpaarleiter: 9.49 Kb, 7.46 Kb, 4.40 Kb, 2.37 Kb, 1.35 Kb, 0.24 Kb (Life Technologies™,

Eggenstein)
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6,9-0,3 Kilobasenpaarleiter, Digoxigenin-markiert: 6948 Bb, 4742 Bb, 2661 Bb, 1821 Bb, 1517 Bb, 1049 Bp,
575 Bp, 438 Bp, 310 Bp (Roche,Mannheim)

Protein-Grofienmarker
Prestained Protein Marker: 175 kDa, 83 kDa, 62 kDa, 47.5 kDa, 32.5 kDa, 25 kDa, 16.5 kDa, 6.5 kDa (New
England Biolabs, Schwalbach)

2.1.7. Verwendete Peptidbanke

Fiir die Suche von Liganden fiir die Orphan Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40 wurden
Peptidbanken aus Gesamthirn und Stammhirn vom Schwein, sowie eine humane

Hamofiltratbank verwendet.

Die Héamofiltrat-Peptidbank (981116) wurde aus 10.000 1 Hamofiltrat hergestellt. Nach
Ultrafiltration, bei der Peptide iiber 50kDa entfernt wurden, wurde mittels pH-Stufenelution
iiber eine Kationenaustausch-Séaule das Hamofiltrat in acht pH-Pools getrennt. Im Anschluss
erfolgte eine Reversed-Phase-Chromatographie iiber eine 10 X 40 cm Fineline Source RP C18
der einzelnen pH-Pools. Die daraus erhaltenen Fraktionen beinhalteten pro pH-Pool 63
Fraktionen (SCHULZ-KNAPPE et al., 1997).

Die Peptidbanke aus Stammhirn vom Schwein (990517) wurden aus 29 kg Stammbhirn
hergestellt. Nach der Extraktion der Peptide aus dem Gewebe wurde durch Bindung an einen
Kationenaustauscher und nachfolgender pH-Stufenelution das Homogenat in sechs pH-Pools
getrennt. Die resulierenden pH-Pools wurden anschliessend mit Reversed-Phase-
Chromatographie iiber eine 10 x40 cm Fineline Source RPC 15 weiter unterteilt. Die
einzelnen pH-Pools (pH-Pool 0-5) enthielten anschliessend jeweils 46 Fraktionen. Die
Peptidbank aus Gesamthirm vom Schwein (990705) wurde aus 29,3 kg Gewebehomogenat
hergestellt. Nach Gewebeektraktion der Peptide, pH-Stufenelution und Reversed-Phase-
Chromatographie iiber eine 10 X 40 cm Fineline Source RP C15 umfasste die Peptidbank
sieben pH-Pools (pH-Pool 0-6) mit je 46 Fraktionen (SEILER et al., 1999). Die Peptidbanken
wurden von Dr. L. Standker zur Verfiigung gestellt.

2.1.8. Genutzte Datenbanken, Software und Statistik

Die Suche nach offentlich zugénglicher Sequenzinformationen in Internetdatenbanken
erfolgte auf dem NCBI (National Center for Biotechnology Information)-Server und dessen
BLAST-Algorithmus (,,Basic Alignment Search Tool“, ALTSCHUL efal., 1997). Der
Vergleich verschiedener sequenzierter DNA-Fragmente untereinander wurde mit der
Sequencher V3.1 Software (ABI) durchgefiihrt. Daten von mindestens zwei unabhingigen

Experimenten mit 3-6 Replika wurden statistisch mit dem Programm GraphPad Prism
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(Version 3.0 for Windows; GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA)

ausgewertet. Die im Ergebnissteil dargestellten Standartabweichungen (SD) wurden nach

z (yz - yMittelwert )2

n—1

folgender Formel berechnet:

SD =
(y;= Einzel-Messwerte; Yuitewert = Mittelwert aller Einzel-Messwerte, n = Anzahl der Replika)

Signifikanzen wurden in GraphPad Prism mit Bonferroni's Multiple Comparison Test
berechnet. Dabei wurde p<0,05 als Grenze definiert. Die Signifikanzen betrugen
(M) p<0,05 (**) p<0,01 und (***) p<0,001. Die planimetrische Auswertung der in
Western Blot Analysen erhaltenen spezifischen Protein-Signale (2.7.3) erfolgte mit Hilfe des
Programms QuantiScan (Fa. Biosoft, Cambridge, UK).

Diese Dissertation wurde mit Programmen des Micosoft Office-Paketes, GraphPad Prism
sowie mit Adobe Photoshop 5.0 erstellt.

2.2. Klonierung und Sequenzierung von DNA-Fragmenten

2.2.1. Standard-Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion oder ,,polymerase chain reaction” (PCR) ist eine in vitro
Standardmethode zur selektiven, exponentiellen Amplifikation von DNA-Abschnitten
(SAIKI et.al., 1985). Diese Vervielfaltigung eines bestimmten DNA-Abschnittes ist die

Voraussetzung flir weiterfithrende Schritte wie Klonierung oder Sequenzierung.

Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR:
10 % 10 x PCR-Puffer (20 mM Tris-HCI [pH 7.5], 100 mM KCl,
1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0,5 % Tween)
1,5 mM MgCl,
200 nM OligonucleotidPrimer (sense und antisense)
200 mM dNTP-Mix (je 200mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
7,5 -200 ng DNA-Matritze (genomische DNA, cDNA oder Plasmid)
3,5U Taq DNA-Polymerase (Expand High Fidelity PCR System,
Roche, Mannheim)
2% DMSO
ad 100 % ddH,O

Angegeben sind die resultierenden Endkonzentrationen in einem 30 pl bzw. 50 pl Ansatz.
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Eine Standard-PCR wurde nach folgendem Temperaturprogramm inkubiert:

1. Initiale Denaturierung der Matritze 95 °C 3 min 1 Zyklus
2. Denaturierung 95°C 20s
Oligonukleotidanlagerung 44 °C 30s
Elongation 72 °C 2 min 5 Zyklen
3. Denaturierung 95°C 20s
Oligonukleotidanlagerung 49-65°C' 305
Elongation 72 °C 2 min 35 Zyklen
4. End —Elongation 72 °C 7 min 1 Zyklus
5. Reaktionsende 4°C oo

! Die Standard-Annealingtemperatur betrug fiir GPR 24/SLC 1 49 °C, GPR 7 56°C, GPR 8 65°C, PNR und
p40 58°C. Fiir GPR24/SLC 1 und GPR 8 wurden die PCR-Reaktionen mit den Programmschritte 1, 3, 4 und 5
durchgefiihrt.

Zur Durchfithrung der PCR wurde ein GeneAmp PCR System 2400 der Firma Perkin Elmer
verwendet. Einzelnen Parameter wie die MgCl,-, DMSO-Konzentration, die Zykluszahl und
die Annealingtemperatur wurden in initialen PCR-Reaktionen optimiert. Die Lénge der
Extensionsphase bei 72 °C richtete sich nach der GroB3e des zu amplifizierenden DNA-Frag-
ments (ca. 1000 bp/min).

2.2.2. Gelelektophoretische Trennung von DNA

Die elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten zu prédparativen oder analytischen
Zwecken erfolgte nach ihrem Molekulargewicht in nativen, horizontalen Agarosegelen. Diese
wurden in Abhédngigkeit vom Trennungsziel in 0,85 — 1,5 %igen (w/v) Agarose/l1 X TAE
Gelen bei einer Spannung von 10 V/cm in 1 X TAE-Laufpuffer durchgefiihrt. Zur Sichtbar-
machung der DNA unter UV-Licht wurde der Agaroselosung vor dem Gelieren 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid hinzugefiigt. Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden vor der
Applikation auf das Gel mit 0,1 Volumen glycerinhaltigem Auftragspuffer versetzt. Dieser
erleichterte das Sedimentieren der Proben in die Geltaschen und lie durch dessen
Bromphenolblau-Anteil die Lauffront der Elektrophorese erkennen. Der Auftrag von jeweils
0,5 pg/ml DNA-GroBenstandard (1 kbp- bzw. 100 bp-Leiter, Life Technologies™) erlaube
die Abschdtzung der relativen Grofe der aufgetrennten DNA-Fragmente. Die fertigen Gele
wurden mit den Dokumentationssystemen von Kodak EDAS 290 System mit Software Kodak
1D v.3.5.0 und Gel Doc 2000 System mit Software QuantityOne ® 4.0.1 fotografiert und
archiviert.
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Ethidiumbromid-Stammldsung Img/ml Ethidiumbromid in ddH,O

50 X TAE-Puffer (Stammlosung):
2M Tris
100 mM EDTA
1 M Essigsédure

5 x DNA-Auftragspuffer:
40 %  Glycerin
20mM  Tris-HCI (pH 8.0)
2mM EDTA
0,1 % (w/v)  Bromphenolblau

2.2.3. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolation von gelelektrophoretisch getrennter DNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin
Extract-Kits der Fa. Macherey-Nagel (VOGELSTEIN & GILLESPIE, 1979). Das die DNA-
enthaltende Gelstlick wurde mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und eingewogen. Pro
100 mg Agarosegel wurden 300ul Puffer NT1 zugegeben und die Agarose bei 50 °C und
400 rpm fiir 10 min geschmolzen. Die gesamte Losung wurde auf eine NucleoSpin Extract-
Sdule aufgebracht und 1 min bei 8000 x g zentrifugiert. Anschliefend erfolgten zwei
Waschschritte mit je 500 pl Puffer NT3 bei 12.000 X g und eine Trocknung der Sdule durch
zweiminiitige Zentrifugation. Die Elution der DNA wurde mit 50 pul ddH,O durchgefiihrt.

2.2.4. Ligation

Fiir die Ligation der zuvor {iber NucleoSpin Extract-Sdulen gereinigten PCR-Produkte in den
pcDNA3.1neo (-) (Xhol/HindIll) Vektor wurde ein 3 bis 8-facher molarer Uberschufl des
DNA-Fragmentes zu 20 ng Vektor gegeben. Nach der Zugabe von 10 X Ligationspuffer und
3 U T4 DNA Ligase (Promega) wurde der 10 ul Ansatz fiir 12-16 h bei 12-14 °C inkubiert.
Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde anschlieBend in kompetente Escherichia coli XL.2 blue

transformiert.

2.2.5. Herstellung transformationskompetenter Zellen

Die Herstellung transformationskometenter Zellen erfolgte in Anlehnung an die Methode von
NISHIMURA et al. (1990).

1 ml einer Escherichia coli XL blue-Ubernachtkultur in LB-Fliissigmedium wurden in 100 ml
Medium A inokuliert und bei 37 °C, 200 rpm bis zu einer ODsag nn = 0,55 inkubiert. Nach



Material und Methoden 32

10 min auf Eis wurden die Zellen 10 min bei 1500 x g, 4 °C sedimentiert und in 1 ml
eiskaltem Medium A resuspendiert. Nach vorsichtiger Zugabe von 5 ml Medium B wurden je
100 ul-Aliquots in vorgekiihlte (=80 °C), sterile Eppendorfgefifle pipettiert und sofort bei
—80 °C gelagert.

Luria-Bertani (LB)-Fliissigmedium:
1,0 % Caseinhydrolysat (Sigmar C-0626)
0,5 % Hefe-Extrakt (Sigmar Y-4000)
0,5 % NaCl

Losen der Feststoffe in ddH,O, einstellen des pH 7.4 mit 1 N NaOH und autoklavieren.

Medium A:
LB-Fliissigmedium mit Zusatz von: 10 mM MgSO,
0,2 % Glukose

MgSO4-Losung und eine Glukose-Stammldsung wurden iiber einen Spritzenfilter zum LB-Medium gegeben.

Medium B (Einfriermedium):
LB-Fliissigmedium mit Zusatz von: 36 % Glycerin
12 % Polyethylenglykol (PEG 8000)
12mM MgSO,
Das PEG 8000 wird in Glycerin geldst und zum magnesiumhaltigen LB-Medium gegeben.

2.2.6. Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen

Fiir die Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Bakterienzellen (2.1.4) langsam auf
Eis aufgetaut, mit 5 ul Ligationsansatz (2.1.4) versetzt und vorsichtig vermischt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min auf Eis erfolgte durch einen Hitzeschock von 42 °C fiir
45 Sekunden das Einbringen der rekombinanten Plasmid-DNA in die Zellen. Der Ansatz
wurde sofort im Anschluf3 fiir mindestens 5 min auf Eis abgekiihlt. Nachfolgend wurden
250 pl vorgewarmtes SOC-Medium hinzugefiigt und fiir mindestens 30 min bei 37 °C und
300 rpm inkubiert. 150 ul des Transformationsansatzes wurden anschlieBend auf
ampicillinhaltige Selektions-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C {iber Nacht inkubiert, so
dass nur erfolgreich mit ampicillinresistenz-vermitteldem Vektor transformierte E.coli-Zellen

wachsen konnten.
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SOC-Medium:
2 % Caseinhydolysat
1 % Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
10 mM MgSO,
10 mM MgCl,
20 mM Glucose, steril filtriert

Das Mediun wurde vor der Zugabe der Glukose autoklaviert und mit 5 N NaOH auf pH 7.0 eingestellt.

Selektions-Agar-Platten:
LB-Flissigmedium mit Zusatz von: 1,5 % Agarose (Sigmar A-5054)
100 pg/ml Ampicilin

Der Zusatz von Ampicillin erfolgte nach dem Autoklavieren und Abkiihlung der Ndhrmedien auf 50 °C.

2.2.7. Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen beruht im Wesentlichen auf der Methode
der alkalischen Lyse (BIRNBOIM & DOLY, 1979), die mit Hilfe des NucleoSpin Plus-Kits der
Fa. Macherey-Nagel durchgefiihrt wurde.

Von den gewachsenen Klonen wurde eine 3 ml Ubernachtkultur mit ampicillinhaltigem LB-
Selektivmedium angesetzt. 1,5 ml der Bakteriensuspension wurde fiir 30 s bei 12.000 X g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das verbliebene Pellet mit 250 pl
RNase A-haltigem Puffer Al resuspendiert. Die Lyse der Bakterienzellwdnde erfolgte durch
Zugabe von 250 ul alkalischem, SDS-haltigen Puffer A2 fiir 5 min bei RT. Storende
chromosomale Bakterien-DNA, bakterielle Proteine und Zellwandreste wurden durch Zugabe
von 300 ul Puffer A3 bei anschlieBender 5-miniitiger Inkubation auf Eis gefdllt und durch
eine 10-miniitige Zentrifugation bei 12.00 x g und 4 °C abgetrennt. Der plasmidhaltige
Uberstand wurde auf eine NucleoSpin-Séule iiberfiihrt und durch Zentrifugation (12.00 x g,
I min) in die Sdule eingebracht. Der Durchfluss wurde verworfen und die Séule zur
Entfernung von Riickstinden zweimal mit 600 ul EtOH-haltigem Puffer A4 gewaschen.
Durch nochmaliges zentrifugieren wurde noch verbliebener Puffer beseitigt. Die Elution der
DNA erfolgte durch Inkubation der Sédule mit 50 ul ddH,O fiir 2 min bei RT und
abschliefender Zentrifugation (12.000 X g, 1 min).

2.2.8. Sequenzierung von DNA

Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz von DNA-Fragmenten wurde eine modifizierte Form
des enzymatischen Kettenabbruchverfahrens nach SANGER et al. (1977) genutzt. Dabei wird
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das DNA-Fragment durch Anlagerung eines einzelnen komplementdren Primers linear
amplifiziert. Bei diesem sogenannten ,,cycle sequencing“-Verfahren sind geringe Mengen
einzel- oder doppelstrangiger DNA fiir die Analysierung der DNA-Sequenz ausreichend. Die
Amplifizierung erfolgt dabei wie bei einer PCR durch die temperaturabhéngige Anlagerung
des Primers und dessen Verldngerung nach Denaturierung der Zielsequenz. Zusétzlich zu den
fir die Neusynthese verwendeten Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) werden dem
Reaktionsansatz in einem bestimmten Verhiltnis Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs)
zugfiigt. Werden diese ddNTPs wihrend der Extension in einen neu entstechenden Strang
eingebaut, kommt es zum Abbruch der Kettenreaktion. Im Verlaufe der Wiederholungen
werden spezifische Abbruchprodukte im Reaktionsansatz akkumuliert. Zur Markierung der
Abbruchprodukte sind die vier ddNTPs mit Farbstoffen verschiedener Fluoreszensspektren
markiert. Diese ermoglichen die parallele automatisierte Detektion der spezifischen Produkte
wihrend der elektrophoretischen Trennung der unterschiedlich groen DNA-Fragmente in der

Kapillarelektrophorese.

Die Sequenzierreaktion wurde unter Verwendung des PRISM BigDye Terminator Sequencing
Kits (Applied Biosystems) nach Anweisung des Herstellers mit praparierter Plasmid-DNA
durchgefiihrt.

Einfacher Reaktionsansatz fiir die Sequenzierreaktion:

4 ul BigDye Terminator Ready Reaction Mix

1 ul Oligonucleotidprimer (10pmol/ul)

x ul Matritzen-DNA (DNA in ng = Basenpaaranzahl / 7,5)
ad 20 pl ddH,0

Die Amplifizierung erfolgte mit folgendem Temperaturprogramm:

1. Denaturierung 96 °C 10s

2. Oligonukleotidanlagerung 45-60 °C 5s

3. Elongation 60 °C 4 min 25 Zyklen
4. Reaktionsende 4°C

2.2.8.1. Aufreinigung von Sequenzierproben durch DNA-Prizipitation

Nach Ablauf des Temperaturprogrammes wurden die Ansétze auf ein Endvolumen von 100 pl
mit ddH,O verdiinnt und in Eppendorfgefid3e tiberfiihrt. Die Féallung der DNA erfolgte durch
Zugabe von 15 pul 2 M Nartiumacetatlosung (pH 5,2) und 250 pl 95 %igem Ethanol fiir
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10 min auf Eis. AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation bei 15.000 rpm iiber
15 min sedimentiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das unsichtbare DNA-Pellet
wurde mit 250 ul 70 %igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation 5 min, 15.000 rpm) und
danach einige Minuten im Vakuum getrocknet. Zur Sequenzierung im Kapillarelektro-
phorese-Sequenzer (PRISM 310 Genetic Analyzer, ABI) wurden die Proben mit
Formamid-haltigemTSR-Reagenz (ABI) aufgenommen, bei 95 °C fiir 2 min denaturiert und
zur Unterdriickung der Renaturierung schnell auf Eis abgekiihlt. Der Ansatz wurde iiber 30 s
auf das Kapillargel aufgetragen und bei einer Spannung von 15 kV und einer Temperatur von
50 °C elektrophoretisch getrennt. Die Auswertung der aufgenommenen Fluoreszenzsignale

erfolgte vollautomatisch durch die Sequence Analysis V3.4.1-Software.

2.3. Arbeiten mit RNA und Northen Blot Analysen

RNA ist sehr anfillig fiir ubiquitidr vorkommende RNasen, daher wurden beim Arbeiten mit
RNA besondere Vorkehrungen getroffen. Zu diesen zéhlte die Verwendung von gestopften
Pipettenspitzen, das Tragen von Handschuhen sowie die Verwendung von RNase-freien
Losungen. Isolierte RNA wurde in sterilem ddH,O in RNase-freien Eppendorfgefifien bei
—80 °C gelagert.

2.3.1. Isolation von RNA aus eukkaryotischen Zellen

Zur Isolierung von RNA aus Zellen wurde der RNA Isolierungs Kit RNeasy® Mini (Qiagen)
verwendet. Die aus einer 24 cm’ Zellkulturflasche durch Trypsinisierung gewonnenen Zellen
wurden mit PBS gewaschen und mit 350 pl RTL-Lysispuffer (inkl. 1 % B-Mercaptoethanol)
aufgeschlossen. Bei den verwendeten groen Zellzahlen erfolgte eine weitere Zerkleinerung
mit einem QIAshredder (Qiagen).

Das in RNA-Lysispuffer vorliegende Homogenisat wurde zur Abtrennung von groferen
Zelltriimmern und Fettpartikeln 3 min bei 12.000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit
1 Volumenteil 70 %igem Ethanol vermischt. Die Bindung an die RNeasy-Sdule erfolgte
durch Zentrifugation des Homogenisats bei 8000 x g fiir 15 s. Durch waschen mit 700 pl
RW 1-Puffer und 500 ul ethanolhaltigem RPE-Puffer bei 8000 x g fiir 15 s wurden Reste von
Lysispuffer und andere Verunreinigungen entfernt. Nach erneuter Zugabe von 500 pl
RPE-Puffer wurde die Sdule 2 min bei 8000 X g bis zur Trocknung zentrifugiert. Die Elution
der RNA erfolgte mit 50 ul RNase-freiem ddH,O und Zentrifugation fiir 2 min bei 8000 x g
und 4 °C. Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurden 5 pul der RNA-Losung

abgenommen und die restliche Probe bei —80 °C aufbewahrt.
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2.3.2. Photometrische Messung

Fir bestimmte Experimente wie DNA-Sequenzierung und reverse Transkription ist die
Bestimmung der Konzentration der Nucleinsdurelosung notwendig. Sie erfolgte durch die
Aufnahme eines UV-Absoptionsspektrum im Wellenldngenbreich von 260 nm in einer
Quarzkiivette der Schichtdicke 1 cm. Die Nucleinsdurekonzentration ¢ ergibt sich aus ser im
Spektralphotometer bestimmten optischen Dichte (OD,40) duch folgende Beziehung:

C [ng/ul] = 0Dy X eXV

V = Verdiinnungsfaktor der wissrigen Nukleinsidurelosung
e = Extinktionskoeffizient
¢ fir ssSRNA = 1,04
¢ fir dsDNA = 0,05

Anhand der UV-Absorption lédsst sich zusitzlich die Reinheit eine Nukleinsdurepraparation
berstimmen. Der Quotient aus den gemessenen optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm
(OD160/OD5gp) gibt an, inwieweit die Nukleinsdurelosung durch Proteinreste verunreinigt ist.
Reine DNA-Préparationen weisen eine Quotienten von 1,8 auf, bei sauberen RNA-L&sungen
betrigt er 2,0.

2.3.3. Elektophoretische Auftrennung von RNA

Denaturierte RNA-Molekiile lassen sich in einem Natrium-Phospat-gepuffertem Agarosegel
nach ihrem Molekulargewicht auftrennen. Die  Agarose-Polymere bilden ein
dreidimendionales Netzwerk, in dem kleinerer Molekiile im elektrischen Feld schneller
wandern als goBere. Fir die Trennung der RNA wurden 1,2 %ige (w/v)
Agarose/10 mM Natrium-Phosphat Gele mit einer Lauflinge von 13 cm hergestellt und die
Elektrophorese bei einer angelegten Spannung von 50 V in 10 mM Natrium-Phosphatpuffer
fiir 5 h durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Proben (5 pug RNA, lyopilisiert) wurden in 16 pl
glyoxalhaltigem Probenpuffer resuspendiert, 1 h bei 50 °C denaturiert und auf Eis abgekiihlt.
Zum leichteren FEinsinken der Proben in die Geltaschen wurden diese mit 0,2 Volumen
glycerinhaltigem RNA-Auftragspuffer versetzt.
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Natrium-Phosphatpuffer (100 mM Stammldsung):

40 mM NaH2PO,

60 mM Na,HPO,
Fiir die Herstellung der Losungen wurde auschlieBlich DEPC-ddH,O verwendet. Einstellen des pH 7.0 mit
H;PO,.

Probenpuffer:
1 M Glyoxal (deionisiert, pH >5)
10 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7.0)
50 % DMSO

RNA-Auftragspuffer:
50 % Glycerin
10 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7.0)
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

RNA-Marker Farbelosung:
0,5 pg/ml EtBr in ddH,0

2.3.4. Kapillarblot

Die Uberfiihrung der elektrophoretisch aufgetrennten RNA auf eine Nylonmembran (Pall,
Biodyne ® PLUS) erfolgte durch Kapillartransfer. Hierbei wurden Agarosegel und
Nylonmembran so zwischen Filterkartons (Whatmann, 3 MM, Roth) auf einer Briicke
angeordnet, dass die Rénder des unteren Filterkartons in ein mit Transferpuffer gefiilltes
Reservoir eintauchten. Zur Aufrechterhaltung des Kapillarsoges diente ein 2 cm hoher Stapel
aus Zellstoff, der mit einem 1 kg Gewicht beschwert wurde. Der Transfer erfolgte iiber 16 h.
Im Anschlul wurde die Membran einmal fiir 5 min in 6 X SSC gewaschen und bei RT
getrocknet. Zur Immobilisierung der RNA wurde die Membran fiir 2 h bei 80 °C erhitzt und
mit UV-Licht von 1200 J (UV-Stratalinker, Stratagen) bestrahlt.

20 x SSC (Transferpuffer):
3M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat
Losen der Feststoffe in ddH,O, einstellen des pH 7.0 mit HCI.
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2.3.5. Northern Hybridisierung mit DIG-markierten cDNA-Sonden

Der Nachweis spezifischer RNA-Molekiile erfolgte durch Hybridisierung der Membran mit
einer entsprechenden digoxigenin markierten c¢cDNA-Sonde. Fiir die Herstellung der
bendtigten cDNA-Sonden wurden in einer PCR-Reaktion DNA-Fragmente nach der
,random-primed “~-Methode (FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983) unter Verwendung des DIG
DNA Labelling Kits (Roche) mit DIG-11-UTP nicht radioaktiv markiert.

Das fiir die Denaturierung der RNA benétigte Glyoxal und andere Pufferreste wurden durch
waschen der Blots mit 20 mM Tris (Waschpuffer 1) fiir 1 h bei 65 °C in einem Rotationsofen
(Techne) entfernt. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde nachfolgend mit
35ml Hybridisierungslosung fiir 2h bei 68 °C priahybridisiert. Nach Austausch der
Hybridsierungslosung gegen 15 ml frische Losung erfolgte, unter Zugabe der DIG-markierten
DNA-Sonde, die Hybridisierungsreaktion iiber einen Zeitraum von 10— 18 h bei 68 °C. In

deren Verlauf kommt es zur Bindung von RNA-Molekiilen mit komplementédrer DNA.

Waschpuffer 1 (Deglyoxalisierungslosung):
20 mM Tris (pH 8.0)

Blocklosung (Stammlosung):
10 % (w/v) Blockreagenz (Roche)
0,1 M Maleinsédure (pH 7.5)
0,15M NaCl

Hybridisierungslosung:
0,25M Na,HPO, (pH 7.2 mit H;PO, einst.)
1 mM EDTA
20 % SDS
0,5 % Blocklosung
50 pg/ml Herings-Sperma-DNA (Roche)
Zugabe der Herings-Sperma-DNA erfolgte nach deren Denaturierung (10 min, 99 °C, Abkiihlung auf Eis).

Zur Entfernung tiberschiissiger Riickstinde der Hybridisierung wurde der Blot mehrfach
gewaschen (dreimal 20 min Waschpuffer 2, zweimal 5 min Waschpffer 3). Vor der Zugabe
des digoxigenin-spezifischen Antikdrpers (,,anti-digoxigenin alkaline phosphatse conjugate®,
anti-DIG-AP, 1:20.000) wurden abermals iiberschiissige Bindungsstellen abgesittigt, indem
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der Blot mit Blockpuffer 1 h bei RT inkubiert wurde. Nach Entfernung der Block-Losung
durch viermaliges waschen mit Waschpuffer 2 wurde die Membran 5 min in Substratpuffer
equilibriert. Die Detektion hybridisierter RNA/DNA-DIG-Sonden auf der Membran erfolgte
durch die Zugabe eines Chemilumineszenz-Substrates (CDP-Star, Roche) in den
Substratpuffer. Dieses wird durch die alkalische Phosphatase des gebundenen Antikérpers

umgesetzt. Die dabei entstehende Lumineszenz wurde durch einen Rontgenfilm detektiert.

Phosphatpufter:
1 M Na,HPO, (pH 7.2 mit H;PO, einst.)

Waschpuffer 2:
20 mM Phosphatpufter (pH 7.2)
1 mM EDTA
1 % (w/v) SDS

Waschpuffer 3:
0,1 M Maleinsdure (pH 8.0 mit 1 N NaOH einst.)
3M NaCl
0,3 % (w/v) Tween ® 20 (Zugabe nach autoklavieren)

Blockpuffer:
0,1 M Maleinsdure (pH 8.0 mit 1 N NaOH einst.)
3M NaCl
0,5 % Blocklosung
0,3 % (w/v) Tween 20 (Zugabe nach autoklavieren)

Stubstratpuffer 0,1 M Tris
0,1 M NaCl
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2.4. Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.4.1. Allgemeine Zellkulturbedingungen

Fir die Arbeiten mit humanen Zellkulturen wurden die von LINDL et al. (2000)
zusammengefassten allgemeinen Empfehlungen eingehalten. Die fiir die Stimulations-
experimente genutzten Arbeitskulturen (Tab. 6) wurden unter Standardbedingungen bei 37 °C
und 5 % CO, gehalten. Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Dauerkulturen wurden bei
Bedarf vorsichtig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und anschliefend in eine 75 cm?
Zellkulturflasche mit 20 ml Kulturmedium {iberfiihrt.

Zum Passagieren 70-90 % konfluenter Kulturen wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und mit 3 ml 1 X Trypsin/EDTA-Losung behandelt. Die Ablosereaktion wurde
nach 2-4 min durch Zugabe von 4 Volumen FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt, die Zellen
fir 5 min bei 120 x g sedimentiert und je nach Zelldichte 1:3 bis 1:9 in 20 ml frischem

Medium resuspendiert.

Nicht mehr bendtigte Arbeitskulturen wurden wieder in fliissigen Stickstoff eingeforen. Die
nach der Trypsinisierung erhaltenen Zellen wurden zentrifugiert, bei einer Dicht von
1,5 % 10° Zellen/ml in Einfriermedium aufgenommen und in geeigneten Einfriergefifien
(Cryovial ®, Roth) iiberfiihrt. Nach 48 h Lagerung bei —80 °C konnten die Zellen dann in
fliissigen Stickstoft (-196 °C) eingebracht werden.

Einfriermedium:
MEM alpha Medium
20 % FCS
2mM L-Glutamin
1 mM Sodium Pyruvat
500 ug/ml Geneticin (G418)
500 pg/ml Zeocin
10 % DMSO*
* Der 10 %ige Zusatz vom DMSO verhindert die Kristallbildung innerhalb und au3erhalb der Zellen.
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Tabelle 6: Verwendete Zellinien

Zellstamm Gewebe / Morphologie / relevante Eigenschaften Herkunft / Referenz

CHO-K1 ,,chinese hamster ovar““-Zellinie; Adhérent als DSMZ, Nr: ACC 110
einschichtiger Zellrasen (,,monolayer*) wachsend.

CHO-Go6 »chinese hamster ovar“-Zellen die ein stabil transfiziertes Molcular Devices, Sunnyvale,
Go-Protein und ein Hygromicin-Resistenzgen enthalten; USA
Adhérente als einschichtiger Zellrasen (,,monolayer)
wachsend.

CHO-CRE ,,chinese hamster ovar“-Zellen die ein stabil transfiziertes Die Zellen wurden von F.W.
Luciferase-Gen, reguliert von drei CRE-Transkriptions- Kluxen (Merck, Darmstadt) zur
elementen, und ein Zeocin-Resistenzgen enthalten; Verfligung gestellt.

Adhirente als einschichtiger Zellrasen (,,monolayer*)

CHO-SRE ,,chinese hamster ovar“-Zellen die ein stabil transfiziertes Die Zellen wurden von F.W.
Luciferase-Gen, reguliert von drei SRE-Transkriptions- Kluxen (Merck, Darmstadt) zur
elementen, und ein Zeocin-Resistenzgen enthalten; Verfligung gestellt.

Adhirente als einschichtiger Zellrasen (,,monolayer*)
Tabelle 7: Verwendete Agentien zur Kultivierung von eukariotischen Zellen

Medien, sonstiges Zellkulturmaterial

Anbeiter, Bestellnummer

Minimum Essential alpha Medium mit

Ribonuclotides and Desoxyribonucleotides

Fetales Kélber Serum (FCS)

PBS Dulbecco’s

Trypsin/EDTA-L6sung (10 x)
Penicillin/Streptomycin 10.000 pg/ml (100 x)
Geneticin (G 418) 50 mg/ml

Zeocin 100 mg/ml

L-Glutamin 200 mM (100 x)

Sodium Pyruvate MEM 100mM

Life Technologies™ , Kat. Nr

.41061-029

BioWhittaker, Kat. Nr. 14-701F, Lot. Nr. 7SB0001

Life Technologies™ , Kat. Nr
Life Technologies™ , Kat. Nr
Life Technologies™ , Kat. Nr
Life Technologies™ , Kat. Nr
Invitrogen, Kat. Nr. R250-05

Life Technologies™ , Kat. Nr
Life Technologies™ , Kat. Nr

. 144190-094
. 35400-027
. 15140-114
. 10131-027

.25030-024
. 11360-039
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Tabelle 8: Verwendete Kulturbedinngungen

Zellstamm Kulturmedium

CHO-K1 MEM alpha, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Sodium Pyruvat,
10 % FCS,

CHO-Goye MEM alpha, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin, 500 pg/ml Hygromicin, 2 mM L-Glutamin,

1 mM Sodium Pyruvat, 10 % FCS

CHO-CRE MEM alpha, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin, 500 pg/ml Zeocin, 2 mM L-Glutamin,
1 mM Sodium Pyruvat, 10 % FCS

CHO-CRE MEM alpha, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin, 500 pg/ml Zeocin, 500 png/ml Geneticin,
transfiziert mit 2 mM L-Glutamin, 1 mM Sodium Pyruvat, 10 % FCS

Orphan Rezeptor

cDNA

2.4.2. Transfektion von Zellen

Zur Transfektion eukaryotischer Zellen wurde das Effectene-Transfektions-Reagent® der
Firma Qiagen verwendet. In diesem System wird die zu transfizierende Plasmid-DNA in
einem Puffersystem (,,buffer EC“) unter Verwendung eines kondensierenden Agenz
(,,enhancer®) in eine kompakte Form gebracht. Durch die Zugabe von Lipiden (Effectene)
erfolgt die Verpackung des DNA-Enhancer-Komplexes in Micellen. Die eigentliche
Transfektion erfolgt durch die Fusion der Lipide mit der Zellmembran, wodurch die DNA in

das Innere der Zellen gelangen kann.

Zur Etablierung stabil transfizierter Zellen wurde zunédchst eine Optimierung der
Transfektionsparameter mit CHO-Zellen durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Effizienz der
Transfektionen unter verschiedenen Bedingungen wurde das Reporter-Plasmid pGL2-control
(2.1.4, Tab.4) verwendet. Durch die hohe und permanente Expression des Reportergens
Luciferase entsprach die Transfektionseffizienz direkt proportional der im Luminometer
gemessenen Licht-Ausbeute. Fiir die Einbringung klonierter DNA-Fragmente in CHO-CRE-
Zellen (2.4.1, Tab. 6) wurde der Vektor pcDNA3.1(-)neo verwendet. Dieses Plasmid kodiert
fiir das Resistenzgen Neomycin, und fiihrte durch die Zugabe von Geneticin (G 418) zur
Selektion von pcDNA3.1 positiven Zellen. Als Kontrolle dienten CHO-Zellen, die dem
Transfektions ProzeB3 ohne Zugabe von Plasmid-DNA unterzogen wurden. 16-24 h vor der
Transfektion wurden die Zellen in 15 ml entsprechendem Kulturmedium in 100 X 20 mm
Kulturschalen ausplattiert. Vor Beginn der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS

gewaschen und 5 ml Medium in die Zellkulturschalen vorgelegt.
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Tabelle 9: Verwendetes Transfektions-Protokoll

Absolute Zellzahl/Kulturschale 2 x 10° CHO-CRE Zellen 2 x 10° CHO-CRE Zellen

Herstellung der Transfektionsansétze

buffer EC 96 ul 96 ul
Plasmid-DNA (0,1 pg/nl) 4 nl —
Enhancer 3,2 ul 32l

Vortexen, Inkubation fiir 2 min bei RT, anschlieBend Zugabe von:

Effectene 10 pl 10 pl

Vortexen, Inkubation fiir 10 min bei RT, danach Zugabe von 5 ml Kulturmedium.

Die Transfektionsansdtze wurden anschlieBend auf die entsprechenden Zellen gegeben und
fiir 24 h bei1 37 °C und 5 % CO, inkubiert 48 h nach der Transfektion wurde mit der Selektion
positiver Klone durch die Zugabe von Selektionsmedium (Kulturmedium mit 500 pg/ml
Geneticin) begonnen. Zur Entfernung abgestorbener Zellen wurde das Medium regelméBig
erneuert, die verbliebenen G418-resistenten Zellklone nach 8-10 Tagen trypsinisiert und zur
Vereinzelung ca. 200 Zellen in neue Kulturschalen iiberfiihrt. Nach ca. 14 Tagen Selektion
waren die Kontrollzellen ginzlich abgestorben und gewachsene Einzelklone konnten bei einer
Zellzahl von ca. 500-5000 Zellen mit einer Pipettenspitze in 96-Well-Zellkulturplatten
iiberfiihrt werden. Je nach Dichte der einzelnen Klone wurden diese sukkzessiv in
24-Well-Zellkulturplatten und schlieBlich in 24 cm? Zellkulturflaschen iiberfiihrt, und dann in
fliissigem Stickstoff eingelagert. Vor der Verwendung doppelt stabil transfizierter Einzelklone
fiir Stimulationsexperimente wurden Expressionsanalysen mittels Lucifrase Test (2.5.1) und
Northern Blots (2.3.5) durchgefiihrt, um falsch positive Klone (die nur eine geringe oder gar

keine Expression der eingebrachten cDNA-Sequenzen aufweisen) auszuschlieBBen.

2.4.3. Stimulation von Zellen

Fir die in vitro Untersuchungen der Signaltransduktionswege des SLCI-Rezeptors in
Reportergen- und FLIPR-Experimenten (2.5.1, 2.5.2) sowie auf proteinchemischer Ebene
(Western Blot Analysen, 2.7.3) wurden die doppelt stabil transfizierten Einzelklone mit
verschiedenen Inhibitoren inkubiert. Dazu wurden seit mindestens 10 Tagen in Kultur
befindliche Zellen in entsprechende Zellkultur-Schalen ausgesdht. Nach 14-stiindiger
Inkubation wurde das Kulturmedium der nun 70-90 % konfluenten Zellen durch
stimulatorhaltiges, auf RT dquilibriertes MEM alpha Medium (ohne Phenolrot) ersetzt. Bei

Inhibitorexperimenten erfolgte die Zugabe der stimulierenden Substanzen erst nach einer
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Vorinkubation der Zellen mit den inhibitorischen Substanzen. Die verwendeten Inhibitoren
und Stimulatoren wurden zur Vernachlidssigung eines moglichen Losungsmitteleinflusses in
einer Verdiinnung von 1:100 der Stammldsung, fiir in DMSO geloste Substanzen 1:1000,
eingesetzt. Jede Stimulation wurde in mindestens drei Wells parallel durchgefiihrt, wobei die

Inkubation mit zusatzfreiem MEM alpha Medium als Kontrolle diente.

Die fiir die Stimulation von Zellinien genutzten Substanzen sowie die Inhibitoren sind in
Tabelle 10 angegeben. Alle Substanzen wurden in Wasser (ACS-grade, Sigmar) oder DMSO
(Sigma) gelost, aliquotiert und bei —20 °C gelagert. Zur genauen Identifikation der in
verschiedenen Aktivititseinheiten angebotenen Substanzen wurden die jeweiligen

Bestellnummern mitaufgefiihrt.

Tabelle 10: Verwendete Substanzen
Stimulanzien Anbieter Konzentration der Stammlésung / Best.Nr.
Losungsmittel
MCH Bachem 1 mM / DMSO 6. H-1482
Forskolin RBI 10 mM / DMSO F-105
PMA Sigma 1 mM / DMSO P 8139
Inhibitoren Anbieter Konzentration der Stammlésung / Best.Nr.
Losungsmittel
Rp-8-CPT-cAMPS Biolog 100 mM / H,O CO011-25
SQ 22,536 Sigma 1 mM / DMSO S-153
MDL-12,330 Sigma 1 mM / DMSO M-182
Rottlerin Biomol 25 mM / DMSO EI-270
Chelerytrine Biomol 1 mM / DMSO EI-225
Bisindolylmaleimide I Calbiochem 10 mM / DMSO 203290
KN-62 Biomol 1 mM / DMSO EI-230
PD 98059 Alexis® Biochemics 100 mM / DMSO 385-023
SB203580 Alexis® Biochemics 5 mM /DMSO 270-179
U 73122 Calbiochem® 10 mM / DMSO 662035
Ly294002 Sigma 10 mM / DMSO L9908
Wortmannin Sigma 10 mM / DMSO W1628
Pertussintoxin Calbiochem 100 ng/ml / H,O 516560
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2.5. Biotests

2.5.1. Luciferase-Reportergen-Test

Zur Bestimmung von Luciferase-Reportergen-Aktivitit wurde stabilisierte Luciferin-Losung
(SteadyGlo®, Promega) verwendet. Hierbei findet die Umsetzung des Substrates Luciferin
durch das Enzym Luciferase nicht in einer schnellen Reaktion mit geringer Halbwertszeit statt
(,,flash reaction”, t'2 ca. 10 min) sondern wird unter besonderen Pufferbedingungen

verlangsamt, so dass die Halbwertszeit der Reaktion bei RT ca. 2 h betrégt.

Die Reportergen-Experimente wurden mit doppelt stabil transfizierten Zellen, die das CRE-
Luciferase-Reportergen enthielten, durchgefiihrt (CHO-CRE-SLC 1, CHO-CRE-PNR,
CHO-CRE-P40, CHO-CRE-GPR 7, CHO-CRE-GPR 8). Dazu wurden die Zellen in einer
Dichte von 4 x 10* Zellen pro Well auf einer 96-Well-Kulturschale mit klarem Boden und
weillen Seitenwdnden ausgesdht. Nach Inkubation GN (37 °C,5 % CO2) wurde fiir die
Stimulation das Kulturmedium in den einzelnen Wells abgenommen und durch jeweils 25 pul
der entsprechenden gelosten Stimulanz bzw. Peptidbank-Fraktionen ersetzt. Fiir
Inhibitionsexperimente wurden die Inhibitoren in einem Volumen von 25 ul auf die Zellen
gegeben und fiir mindestens 20 min bei 37 °C/5 % CO, vorinkubiert. Der anschlieende
Stimulus erfolgte durch die Zugabe von 5 ul Medium, das die 6-fache Konzentration der
stimulierenden Substanz enthielt. Nach einer Inkubationzeit von maximal 4 h wurden 25 pl
auf RT dquilibrierte SteadyGlo®-Lsung zugegeben und die Kulturplatte bei RT fiir 15 min
mit 250 rpm geschiittelt. Hierbei erfolgt die Lyse der Zellwidnde und die Freisetzung der
zuvor gebildeten Luciferase. Die Erfassung des emittierten Lichts erfolgte in einem
automatischen 96-Well-Lumineszenzmefgerdt (LumiStar®). Die Auswertung der Platten
wurde mit Hilfe einer LumiStar-Exel-Maske (BMG) und anschlieBender statistischer
Auswertung durchgefiihrt (2.1.8).

2.5.2. Intrazellulare Ca2+-Messungen (FLIPR™)

Zur Messungen von intrazelluliren Ca’’-Anderungen wurde der FLIPR™ (,,Flurometric
Imaging Plate Reader”) verwendet. Das System basiert auf der Beladung von Zellen mit
einem fluoreszenten Acetoxy-Methyl-Ester (Fluo-4-AM, Molecular Probes®, Leiden, NL).
Die Diffusion der Farbstoffes in die Zellen wird duch die Zugabe des permeabilitit
erhohenden Detergenz Pluronic F-127 (Molecular Probes) erhoht. Der Ester wird durch
intrazelluldre Esterasen gespalten, so dass sich Fluo-4 in der Zelle anreichert. Durch die
Bindung von freiem intrazelluldren Ca®" erhdht das Derivat seine Fluoreszenz-Intensitit um
den Faktor 100.



Material und Methoden 46

Fiir die Experimente wurden CHO-CRE-SLC 1 Zellen in schwarzen 96-Well-Kulturschalen
mit je 2 x 10* Zellen pro Well in Kulturmedium ausplattiert und N bei 37 °C,5 % CO,
kultiviert. Vor Beladung der Zellen mit Fluo-4-AM wurden die Zellen einmal mit
Waschpuffer gewaschen und dann mit Beladungspuffer fiir 30 min bei 37 °C/5 % CO;
inkubiert. Die Wells wurden nachfolgend dreimal mit 1 Xx HBSS/HEPES gewaschen und in
einem Volumen von 100 ul 1 x HBSS/HEPES fiir weitere 15 min bei 37 °C inkubiert. Bei der
anschlieBenden Datenaufnahme der relative Fluoreszenz-Anderung im FLIPR-System wurden
die Zellen, zur Ermittlung der Basislinie, fiir 30 s mit einem Argon-Laser bei 488 nm
angeregt. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 50 ul der in 1 x HBSS/HEPES gelosten,
3-fach konzentrierten Testsubstanzen. Bei Versuchen mit Vorinkubation von Inhibitoren
wurde nach Beladung der Zellen mit Fluo-4-AM, dem Waschenschritt und der Zugabe von
100 ul 1 x HBSS/HEPES 50 pul 3-fach konzentrierte Inhibitoren gelost in 1 x HBSS/HEPES
zugegeben und 15 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 pl der in
1 x HBSS/HEPES gelosten, 4-fach konzentrierten Stimulanzien. Die Emission wurde bei

516 nm fiir 180 s aufgenommen.

Waschpuffer:
1 x HBSS (Life Technologies™)
20 mM HEPES (Life Technologies™)
Beladungspuffer:
Waschpuffer mit Zusatz von: 2 uM Fluo-4

2,5 mM Pluronic F-127

2.6. Chromatographische Methoden

2.6.1. Umkehrphasen/Reversed-Phase-HPLC

Die gefriergetrockneten Peptidbankfraktionen wurden in bidestilliertem Wasser gelost und die
unloslichen Bestandteile durch Filtration abgetrennt. Die Trennung des Peptidgemisches
erfolgte durch einen linearen Anstieg von SolventB im Elutionsmittel. Gradient,
Fliessgeschwindigkeit und Detektionswellenlédnge sind bei den jeweiligen Chromatogrammen
angegeben. Alle weiter verwendeten Fraktionen der einzelnen Chromatographieschritte
wurden 1:5 mit Solvent A verdiinnt und auf die stationdre Phase aufgetragen.

Fir die Trennung verwendete Sdulen und Chromatographieanlagen sind in Tabelle 11

angegeben.
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Tabelle 11: RP-Chromatographiesiulen und —anlagen, die fiir die Isolierung von CRE-

Promotor-Konstrukt aktivierenden Substanzen verwendet wurden

Sédulenmaterial Chromatographieanlage

Fineline Source RPC 15, 10 x 40 cm, A n.b., pm n.b. BioCad 250, PerSeptive Biosystems (Freiburg)

(Pharmacia, Freiburg)

Delta Pak, RP C4, 47 x 300 mm, 100 A, 15-20 um BioCad 60, PerSeptive Biosystems (Freiburg)
(Milford, Massechussetts)

Vydac, RP C18, 47 x 300 mm, 300 A, 15-20 um BioCad 60, PerSeptive Biosystems (Freiburg)
(Hesperia)

Vydac, RP C18, 20 x 250 mm, 300 A, 10 um Kontron 420 (Henningen)

(Hesperia)

Vydac, RP C18, 10 x 250 mm, 300 A, 5 um Shimadzu (SCL 10A, SPD 10A, LC 10AT, DGU
(Hesperia) 14A) (Duisburg)

YMC C18, 4,6 x 250 mm, 120 A, 5 um Shimadzu (SCL 10A, SPD 10A, LC 10AT, DGU
(Schermbeck) 14A) (Duisburg)

Die Séulen wurden nach ihrer Verwendung mit 100 % Puffer B regeneriert und in 20 %
Methanol gelagert.

Zur Herstellung der organischen Losungen wurden die verwendeten Fliessmittel mit
bidestilliertem Wasser aus der Reinstwasseranlage angesetzt. Die verwendeten Eluenten
wurden im Heliumstrom 10 min entgast. Die fiir die RP-Chromatographie verwendeten
Fliessmittel sind in Tabelle 12 angegeben. Die Fraktionierung des Eluats erfolgte im Abstand

von einer Minute mit einem Fraktionssammler der Fa. BioRad (Miinchen).

Tabelle 12: Fliessmittel, die fiir die Reinigung von CRE-Promotor-Konstrukt

aktivierenden Substanzen verwendet wurden

Eluent A Eluent B
10 mM HCIl 80 % ACN /10 mM HCI
20 % Methanol / 10mM HCI1 100 % Methanol
0,1 % TFA 80 % ACN /0,1 % TFA
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2.6.2. Kationen- und Anionenaustausch-HPLC

Fir die Kationen- (CEC) und Anionenaustauschchromatographie (AEC) wurden folgende
Sdulen verwendet.

Tabelle 13: Chromatographiesiulen und —anlagen, die fiir die Isolierung von CRE-

Promotor-Konstrukt aktivierenden Substanzen verwendet wurden

Sédulenmaterial Chromatographieanlage

CEC | Fraktogel TSK SP650 (M), A nb. ,40 - 90 um | Kontron 420 (Henningen)
(Merck, Darmstadt)

AEC | Macro-Prep 50 Q SAX, 10 x 50 mm, 1000 A, 50 um | BioCat Sprint, PerSeptive Biosystems
(BioRad, Miinchen) (Freiburg)

Als Fliessmittel dienten folgende Elutionspuffer, die vor der Verwendung 10 min im

Heliumstrom entgast wurden (Tab. 14).

Tabelle 14: Elutionspuffer, die fiir die Isolierung von CRE-Promotor-Konstrukt

aktivierenden Substanzen verwendet wurden

Puffer A Puffer B
CEC 50 mM NaH,PO, 2 M NaCl/ 50 mM NaH,PO, (pH 2.4)
AEC 20 mM Tris-HCI (pH 8.6) 20 mM Tris-HC1/ 1 M NaCl (pH 8.6)

2.6.2.1. Entsalzung von Fraktionen der Kationen- und Anionenaustausch-

Chromatographie

Die Entsalzung der Proben erfolgte nach dem Prinziep der RP-Chromatographie. Die aus der
Kationen- und Anionenaustauschchromatographie erhaltenen Fraktionen wurden iiber eine
Pharmacia Source RP C15 Siule (Freiburg) (4 x 250 mm, A n.b., 15 pm; Fliessmittel: A:
0,1 % TFA, B: 80 % ACN / 0,1 % TFA) entsalzt. Dazu wurden jeweils 2 ml der einzelnen
Fraktionen auf die Saule aufgetragen. Die Peptide binden an das Reverse-Phase-Material.
Durch Spiilen des RP-Materials mit Eluent A wurde das geldst Salz, welches nicht an das RP-

Material bindet, abgetrennt. Die Peptide wurden anschliessend mit Fliessmittel B eluiert. Die
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entsalzten Proben wurden lyophilisiert und fiir die Anwendung im Luciferase-Reportergen-
Test in 100 ul MEM alpha Medium resuspendiert.

2.7. Proteinchemische Methoden

2.7.1. Probenvorbereitung

Experimente zum Nachweis von intrazelluldren Proteinen wie Transkriptionsfaktoren (z.B
pCREB oder pMAPK) erfolgte iiber SDS-PAGE (RITTENHOUSE & MARCUS, 1984) und
anschliefender Western Blot Analyse. Dazu wurden CHO-CRE-SLC 1-Zellen in einer Dichte
von 2 X 10° Zellen pro Kavitit in 24-Well-Zellkulturschalen ausgesiht und entsprechend dem
jeweiligen Experiment stimuliert. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde der Uberstand
entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch die Zugabe von 100 pl
2 X Probenpuffer aufgeschlossen. Das =zidhfliissige Lysat wurde zur Zerstorung
hochmolekulater DNA mehrfach bei 10-12 W iiber 2s mit Ultraschall (Vibra cell-
Sonofizierer) behandelt. Zur Denaturierung der Proteine folgte eine Erhitzung der Proben bei
70 °C fiir 10 min mit nachfolgender kurzer Abkiihlung auf Eis. Die Proben wurden bei —20 °C
gelagert.

2 X Probenpuffer:
I ml 0,5M Tris/HCI (pH 6.8)
I ml 0,5M Imidazol/HCI (pH 6.8)
4ml 10 % SDS
1 ml Glycerin
0,2 ml B-Mercaptoethanol
0,8 ml 0,1 % Bromphenolblau

2.7.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Zur gelelektophoretischen Auftrennung von Proteinen im Bereich von 1-100 kDA wurden
denaturierende SDS-Polyacrylamidgele eingesetzt. Als Gelapparatur diente die Mini-
Protean II-Kammer (BIO-RAD). Das Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten (Abstand
75 mm) gefillt und zur Auspolymerisation fiir 1 h bei RT mit Isopropanol iiberschichtet.
Anschlieend wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel iiber das Trenngel geschichtet

und ein Probenkamm eingesteckt.
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12,5 % Polyacrylamid-Trenngel:
17,2ml ddH,O
10 ml 1,5M Tris/HCI
12,5 ml Acrylamid/Bisarcylamid (37,5:1; 40 %)
0,3ml 10 % SDS-Losung
Zugabe von Poymerisations-Startern: 0,04 ml 10 % APS
0,004 ml TEMED

5 % Polyacrylamid —Sammelgel:
2,9 ml ddH,O
0,0125 ml 10 % SDS
0,188 ml Acrylamid Bisacrylamid (37,5:1; 40 %)
0,875 ml 0,5 M Tris/HCI (pH 6.8)
0,875 ml 0,5 M Imidazol/HCI (pH 6.8)
Zugabe von Poymerisations-Startern 0,04 ml 10 % APS
0,004 ml TEMED

Nach dem Einbringen des Polyacrylamidgels in die Mini-Protean II-Kammer wurde diese mit
Elektrodenpuffer gefiillt und der Probenkamm entfernt. Maximal 10 ul der denaturierten
Proben wurden in die mit Elektrodenpuffer gespiilten Geltaschen iiberfiihrt und fiir 20 min bei
einer Spannung von 80 V und anschlieBend 40 min bei 160 V gelelektrophoretisch getrennt.
Abschlieend entfernte man das Gel von den Glasplatten und &dquilibrierte es bis zu
Durchfiihrung des Western Blots in 1 X Roti®-Blot K (Kathodenpuffer).

Elektrodenpuffer:
6 g Tris-Base
28,8 g Glycerin
10 ml 10 % SDS
ad 11 ddH,O

Fiir einen Teil der Untersuchungen wurden Bis-Tris gepufferte Polyacrylamid-Gradientengele
der Firma Invitrogen™ (NP0323) verwendet. In diesem System wurden die Gele in eine
XCell Sure Lock Gelkammmer (Invitrogen) eingebracht und das innenliegende Puffer-
reservoir mit ca. 200 ml Laufpuffer unter Zugabe von 500 pul Antioxidans (NP000S5) gefiillt.

Die zu untersuchenden Proben (10 pl) wurden in die mit Laufpuffer gespiilten Geltaschen
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pipettiert und 35 min bei einer Spannung von 200 V getrennt. Nach Entfernung des Rahmen

wurden die Gele in Transferpuffer (Invitrogen) gelagert.

Laufpuffer (fiir Bis-Tris Gele):
50 ml 20 x NuPAGE Running Buffer (Invitrogen, NP0002)
950 ml ddH,O

In beiden Systemen diente der ,,prestained protein marker® (NEB) als Gro8enmarker (2.1.6).

2.7.3. Immuno-Blot Analyse (Western Blot)

Die Uberfithrung der mittels PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte
durch elektophoretischen Transfer. Dazu wurden Polyarcylamidgel und PVDF-Membran so
zwischen Filterkartons (Whatmann) angeordnet, dass die Membran néher zur Anode und das

Gel ndher zur Kathode lag.

Im ,,semi-dry* Blot-Verfahren erfolgte der Transfer in einer Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell-Aparatur (BIO-RAD). Hierzu wurde die in Methanol gespiilt und in 1 X Roit®-
Blot A (Anodenpuffer) &quilibriert Membran auf einen mit Anodenpuffer getrinkten
Filterkarton gelegt. Das darauf liegende Gel wurde mit einem in Kathodenpuffer getrankten
Filterkarton bedeckt. Der Transfer erfolgte tiber 60 min bei 1-1,5 mA/cm?.

Anoden-Puffer (1 x Roti®-Blot A):
100 ml 10 x Roti®-Blot A
200 ml Methanol
700 ml ddH,O

Kathoden-Puffer (1 X Roti®-Blot K):
100 ml 10 x Roti®-Blot K
200 ml Methanol
700 ml ddH,O

Im ,,Wet Blot“-Verfahren mit dem XCell II Blot Module der Fa. Invitrogen wurde PVDF-
Membran und Polyacrylamidgel zwischen je 2 transferpuffergetrinkten Schwammtiichern
und Filterkartons als Blot-Sandwich in die Blotkammer eingebracht und diese mit 800 ml
Transferpuffer vollstindig gefiillt. Der Transfer erfolgte bei konstant 30 V fiir 60 min, was

einer Stromdichte von ca. 2 mA/cm? entsprach.
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Transferpuffer (fir Bis-Tris Gele):
50 ml 20 x NuPAGE Transfer Buffer (NP006-1)
I ml NuPAGE Antioxidans
200 ml Methanol
749 ml ddH,O

Zur Entfernung methanolischer Riickstande wurde die Membran anschlieend fiir 3 x 5 min
in TBS-Tween gewaschen. Vor der Zugabe des primiren Antikorpers wurden iiberschiissige
Proteinbindungsstellen der Membran abgesittigt, indem die Membran mindestens 1 h mit
1 X Roti®-Block-Losung (Roth) inkubiert wurde. AnschlieBend wurde der gleichfalls in
Roti-Block verdiinnte Primér-Antikorper (Tab. 15) hinzugegeben und iiber Nacht bei 4 °C
und 20-50 rpm gebunden. Nach Entfernung der Antikorperlosung durch dreimaliges Waschen
mit TBS-Tween wurde der 1:50.000 in 1 X Roti®-Block verdiinnte sekundédre Antikorper
(Tab. 15) aufgebracht und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem fiinfmaligem Waschen
erfolgte die Visualisierung der Sekundérantikorper-Bindung iiber ein Chemilumineszenz-
Signal. Dazu wurde der Blot fiir 1 min mit 1,5 ml frisch angesetzem Detektionsreagenz
(SuperSignal® West Dura, Pierce, Rockford) inkubiert, danach luftblasenfrei in eine diinne
Polyethylenfolie eingewickelt und auf einem Rontgenfilm (CL-X Posure, Pierce) exponiert.
Je nach Signalintensitit lag die Expositionszeit zwischen 10 s und 12 h.

10 X TBS (Tris-gepufferte Kochsalzlosung):

242 g Tris

80,0 g NaCl
Der pH-Wert der Losung wurde mit ca. 20 ml 25 % HCI auf 7,6 eingestellt, anschlieend wurde mit ddH,O auf
1000 ml aufgefiillt.

1 x TBS-Tween:
100 ml 10 x TBS
0,5ml Tween-20
900 ml ddH,O

1 X Roti®-Block:
2ml 10x Roti®-Block
18 ml ddH,O
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Tabelle 15: Antikorper

Priméir-Antikorper

Phospho-p42/44 MAP Kinase (Thr 202/Tyr 204)  1:1000 New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Phospho-CREB (Ser133) 1:1000 New England Biolabs, Beverly, MA, USA
42/44 MAP Kinase 1:1000 New England Biolabs, Beverly, MA, USA
C/EBP B (C-19) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology
Sekundir-Antikorprer

Anti-Rabbit IgG, HRP-gekoppelt 1:50.000 New England Biolabs, Beverly, MA, USA
Anti-Mouse IgG, HRP-gekoppelt 1:50.000 New England Biolabs, Beverly, MA, USA

Zur genauen Beurteilung eines positiven Signals ist es erforderlich, dass alle zu

vergleichenden Spuren eines Gels oder Blots dhnliche Mengen Protein aufweisen. Deshalb

wurden die Blots und Gele abschlieBend mit Proteinfirbereagenzien behandelt. Bereits

geblottete Gele wurden mindestens

30 min

in Coomassie-Losung geschiittelt und

anschliefend bis zum gewiinschten Kontrast {iber Nacht mit ddH,O gewaschen. Mit ddH,O

gespiilte PVDF-Membranen wurden iiber 2h bei RT in India-Ink-Losung geschiittelt,

iiberschiissige Tinte wurde anschlieBend mit 1 X TBS-Tween entfernt.

Coomassie-Losung:
0,2 %
0,05 %
42,5 %
5%
10 %

India-Ink-Losung:
50 ml
0,15 ml

Coomassie Brillant Blue R-250

Coomassie Brillant Blue G-250

Ethanol
Methanol

Essigsédure

TBS-Tween

Fount India Ink (Pelikan)
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung des Luciferase-Reportergen-Tests

In der vorliegenden Arbeit sollten fiir die vier Orphan-Rezeptoren p40, GPR 7, GPR 8§ und
PNR (MAYER et al., 1997; O'DOWD et al., 1995; ZENG et al., 1998) spezifische Liganden aus
Gewebehomogenaten isoliert werden. Voraussetzung dafiir war ein biologisches Testsystem,
das die Detektion von Liganden-induzierter cAMP-Erhohung ermoglichte. Fiir die
Untersuchung der Peptidbanken sollte eine elegantere Methode als beispielsweise ein cAMP-
ELISA etabliert werden. Die erwartete Anzahl der zu untersuchenden Proben in den
Peptidbanken (2.1.7) machten es erforderlich die Durchfiihrung des Tests so zu optimieren,
dass mit einem hohen Probendurchsatz gearbeitet werden konnte (CASTANON, 1994; CHEN
et al., 1995; SILVERMAN et al., 1998; GONZALEZ & NEGULESCU, 1998).

Die Signalweiterleitung nach Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Orphan Rezeptors
(GPCR) kann iiber verschiedene G-Proteine erfolgen. Eine Kopplung an stimulatorische
G-Proteine (Gs) fiihrt zu einer Erhohung von cAMP in den Zellen. Es wurden CHO-Zellen
verwendet, die ein stabil transfiziertes Luciferase-Reportergen enthielten, welches von drei
CRE-Elementen (,,cAMP-response element®) reguliert wird (2.4.1). In diesen Zellen fiihrte
eine Rezeptor-Aktivierung iiber Gog zur Stimulation der Adenylat-Cyclase (AC). Die
Adenylat-Cyclasen katalysieren die Bildung von 3'-5'-cyclischem AMP (cAMP), das in den
Zellen die Proteinkinase A (PKA) aktiviert und so die Trennung der regulatorischen und
katalytischen Untereinheit bewirkt. Deren Aufspaltung ermoglicht die Verlagerung der
katalytischen Untereinheiten aus dem Cytoplasma in den Zellkern und fiihrt dort unter
anderem zur Phosphorylierung von ,,cAMP-response element binding protein“ (CREB). Die
Anlagerung von pCREB zusammen mit weiteren Helferproteinen an das
Transkriptionselement CRE (TAYLOR et al., 1990; SHAYWITZ & GREENBERG ef al., 1999)
bewirkt die Aktivierung der Gentranskription und somit die Bildung des Enzmys Luciferase
in den Zellen. Dieses oxidiert nach Lyse der Zellen zugegebenes Luciferin. Dabei wird Licht

der Wellenldnge 562 nm frei, dass in einem Luminometer detektiert werden kann.

3.1.1. Optimierung der Transfektionseffizienz

Fiir ein stabiles und reproduzierbares Testsystem war die Selektion von doppelt stabilen
Zellinien erforderlich, die den zu untersuchenden Rezeptor exprimierten und das Luciferase-
Reportergen trugen. Es wurden deshalb fiir die Etablierung des Luciferase-Reportergen-
Testsystems zundchst mit einem pGL2-control Vektor (2.1.4) Optimierungsversuche zur
Transfektionseffizienz durchgefiihrt. Bei diesem Vektor ist die kodierende Sequenz der

Luciferase 3' an den Promotor des Cytomegalusvirus (CMV) gekoppelt, um maximale
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Transkription des CRE-Promotor-Konstrukts zu gewéhrleisten. Zur Transfektion von CHO-
Zellen (2.4.1) wurden DNA- und Transfektionsagentien in  verschiedenen
Mengenverhiltnissen eingesetzt. Nach Bestimmung der optimalen Transfektionsbedingungen
im 24-Well-Format mit dem pGL2-control-Vektor wurden die Zellen in 10 X 22 mm Schalen
entsprechend transfiziert (2.4.2), in 96-Well-Mikrotiterplatten mit definierter Zellzahl
ausplattiert und die Aktivitdt der Luciferase bestimmt. Das so erhaltene Protokoll erlaubte die
gleichzeitige Transfektion von ca. 4-8 Millionen Zellen und gewdhrleistete, dass die

Transfektionseffizienz bei allen Zellen einer Transfektion vergleichbar war.

Vor der Herstellung der doppelt stabilen Zellinien, welche die zu untersuchenden Orphan
Rezeptoren exprimierten, wurde das Testsystem auf seine Funktionalitit gepriift. Dazu wurde
der SLC 1-Rezeptor, mit seinem mittlerweile bekannten Liganden MCH verwendet. Die
Bindung von MCH an den SLC 1-Rezeptor fiihrte zu einem detektierbaren Ca®’-Einstrom
sowie der Aktivierung von p42/44 MAP Kinase (SAITO ef al., 1999; CHAMBERS et al., 1999).
Die Phosphorylierung von 42/44 MAP Kinase kann iiber den Transkriptionsfaktor Elk-1 das
LwSerum-response-element™ (SRE) sowie iiber CREB das ,,cAMP-response-element™ (CRE)
aktivieren (BLUMER & JOHNSON, 1994; GONZALES et al., 1998; SILVERMANN et al., 1998).
Die Bildung von Ca®" kann auch iiber Ca’>"/Calmodulin Kinasen zur Phosphorylierung von
CREB fiihren (SHENG et al., 1991; AHN et al., 2000). Daher ist es moglich eine G- und
Ggq-Protein-Aktivierung duch CREB-vermittelte Luciferase-Reportergen-Expression zu
detektieren (CHEN et al., 1995). Es wurden CHO-SRE- und CHO-CRE-Zellen (2.4.1) mit
cDNA (2.2), die fiir den MCH-Rezeptor codierte, unter Verwendung von Effectene-
Transfektions-Reagent® (Qiagen) transient transfiziert, mit MCH stimuliert und auf die
Induktion der SRE- bzw. CRE-Promotor-Konstrukte untersucht. Es zeigte sich, dass die
transient transfizierten CHO-CRE-Zellen auf die Stimulation mit MCH mit einer Erh6hung

des emittierten Lichtes reagierten (nicht dargestellt).

Da fiir den MCH-Rezeptor zu diesem Zeitpunkt nichts iiber eine Beteiligung von CREB in
der Signaltransduktion bekannt war, wurden mit den CHO-CRE-Zellen und der cDNA des
MCH-Rezeptors  stabile  Zellinien selektiert (2.4.2) um  Untersuchungen zur

Signaltransduktion durchfiihren zu kénnen (3.3).

Die cDNAs von GPR 7, GPR 8, PNR und p40 (2.2) wurde ebenfalls stabil in CHO-CRE-
Zellen transfiziert. AnschlieBend wurden von jeder der neuen Zellinien Einzel- und

Mischklone hergestellt (2.4.2) um mit diesen ein ,,Screening nach Liganden durchzufiihren.
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3.1.2. Priifung der Funktionalitit der MCH-Rezeptor tragenden
CHO-CRE-Zellen im Luciferase-Reportergen-Test

Die CHO-CRE-Zellen wurden mit ¢cDNA (2.2), die fiir den MCH-Rezeptor codiert, stabil
transfiziert (2.4.2). Die selektionierten CHO-CRE-SLC 1 Einzelklone wurden nachfolgend im
Luciferase-Reportergen-Test (2.5.1) hinsichtlich der Induzierbarkeit des CRE-Promotor-
Konstrukts durch Aktivierung des Rezeptors mit MCH untersucht.

Die stabile genomische Insertion von Fremd-DNA kann beliebig oft und an verschiedenen
Stellen des Genoms erfolgen. Dabei kann, beispielsweise durch Rekombinationsereignisse,
das CRE-Promotor-Konstrukt unvollstindig oder in heterochromatische Regionen insertiert
und dadurch nicht mehr abgelesen werden. Die Stimulation mit Forskolin, einem Aktivator
der Adenylat-Cyclase, fiihrte in CHO-CRE-Zellen zur Induktion des CRE-Promotor-
Konstrukts und damit zu einer detektierbaren Lumineszenz (Abb. 3A). Die Stimulation mit
Forskolin diente zur Kontrolle, ob es nach Einbringung von Rezeptor-cDNA in das Genom
der CHO-CRE-Zellen zu einer Verdnderung der Forskolin-stimulierten Induktion des CRE-
Promotor-Konstrukts kam. Die selektierten Einzelklone wurden deshalb in 96-Well-
Mikrotiterplatten ausplattiert und mit MCH in der Konzentration 10°M sowie Forskolin
(10°M) und MEM alpha Medium iiber 4 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung des
emittierten Lichts im Luminometer. Abbildung 3 zeigt CHO-CRE-SLC 1 Einzelklon 5-17
sowie die CHO-CRE-Zellen nach der Gabe von MCH und Forskolin. Die Zellen reagierten
auf das Forskolin mit einem hohen Lichtsignal. Die Induzierbarkeit des CRE-Promotor-
Konstrukts wurde durch die Einbringung der Rezeptor-DNA in CHO-CRE-Zellen nicht

wesentlich beeintrachtigt.

CHO-CRE-SLC1 CHO-CRE
300007 B Forskolin [10°° M] 300007 B Forskolin [10°° M]
20000 Bl MCH [10°¢ M] 200007 I MCH [10° M|
10000 - CIMEM alpha 100007 1 MEM alpha
o 30007 > 30007
- 1 - ]
m b Cﬁ ]
20001 20007
1000 10007
o3 0

Abbildung 3: Induzierbarkeit des CRE-Promotor-Konstrukts durch Forskolin und MCH in CHO-
CRE-SLC1 Einzelklon 5-17 und CHO-CRE-Kontroll-Zellen im Luciferase-
Reportergen-Test. Beide Zellinien wurden mit MCH [10° M] oder Forskolin [107° M]
fiir 4 h inkubiert.
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Ziel war es einen Einzelklon mit mdglichst hoher Lichtemmission bei MCH-Stimulation, bei
gleichzeitig geringen (MEM alpha) Basalwerten zu erhalten. Das emittierte Licht in den
doppelt stabil transfizierten CHO-CRE-SLC 1 EK 5-17 Zellen war nach Inkubation mit MCH
im Verhéltnis zum MEM alpha Basalwert um den Faktor 3,25 erhoht.

3.1.3. Expressionsanalyse von GRP 7, GPR 8, PNR und p40 mittels
Northern Blot

Da fiir eine Analyse der hergestellten CHO-CRE-GPR 7, -GPR 8, -PNR und -p40 Zellinien
im Luciferase-Reportergen-Test keine Positivkontrollen (Liganden) zur Verfiigung standen,
wurden sie mit Hilfe der Northern Blot Technik auf Expression der Rezeptor-RNA
untersucht. Zur Bestimmung des Expressionsmusters der CHO-CRE-GPR 7, -GPR §, -PNR
und -p40 Einzel- und Mischklone wurde die RNA extrahiert (2.3.1) und je 5 pg im Northern
Blot eingesetzt. Als Hybridisierungssonden dienten spezifische GPR 7-, GPR 8-, PNR- und
p40-cDNA-Fragmente, die mit DIG-11-UTP markiert wurden (2.3.5).

A CHO-CRE-GPR 7 & B ) CHO-CRE-GPR 8 &
2 s& & £ v & $L
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Abbildung 4: Expressions-Analyse der Zellinien im Northern Blot. A: CHO-CRE-GPR 7 Einzelklone 3
1-10; B: CHO-CRE-GPR 8 Einzelklone 1 1-10; C: CHO-CRE-PNR Einzelklone 1 1-10;
D: CHO-CRE-p40 Einzelklone 1 1-12. Aufgetragen wurde je 5 pg RNA.

Die Analyse der GPR 7-Rezeptor exprimierenden Zellen (Abb. 4A) zeigte, dass etwa 1400 bp
grosse Fragmente erhalten wurden. Am 5' und 3' Ende des codierenden Bereiches von 986 bp

befanden sich untranslatierte Sequenzabschnitte aus denen das ~ 1400 bp grosse Fragment
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resultierte. Der Einzelklon1 (EK 1) wiess die hochste, und EK 4 die niedrigste
Expressionsrate auf. Die Hohe der Expression von EK 8 liegt zwischen EK 1 und 4, es wurde
aber ein weiteres Transkript bei 2,67 kb detektiert. Bei EK 2, 3, 5, 7 und 9 konnten keine
GPR 7 spezifischen Transkripte nachgewiesen werden. Abbildung 4B zeigt die untersuchten
CHO-CRE-GPR 8 Zellinien. Bei allen 10 Einzelklonen konnte ein spezifisches Signal von
~ 1700 bp detektiert werden, wobei der codierende Bereich bei 1001 bp lag. Im Falle der
CHO-CRE-PNR Einzelklone (Abb. 4C) lieB sich lediglich bei EK 10 ein spezifisches RNA-
Transkript von ~ 1400 bp, bei einem codierenden Bereich von 1014 bp, detektieren. Bei der
Expressions-Analyse der p40-Zellinien (Abb. 4D) wurden bei allen Einzelklonen sowie in
MK 2 jeweils zwei Transkripte der Grosse~ 1700 und ~ 1400 bp detektiert. Mischklon 1 wies
als einziger nur das kleinere Transkript auf. Der codierende Bereich von p40 umfasst
ca. 1200 bp. Es wurden die Einzelklone 1-4 und 1-10 sowie der Mischklon 1, der nur die
kleinere Bande aufwies, fiir das Peptidbank-Screening eingesetzt. EK 1-4 zeigte bei beiden
Transkripten eine hohe Expressionsrate, wiahrend bei EK 1-10 eine stark exprimierte grossere
und eine schwichere kleinere Bande zu sehen waren. Die zum Screening verwendeten

Zellinien sind zur Ubersicht in Tabelle 16 gezeigt.

Tabelle 16: Selektionierte Zellinien

Orphan stabile Transfektion selektionierte im Screening eingesetzte
Rezeptor Klone Einzelklone
GPR 24/SLC 1 | CHO-CRE Zellinie transfiziert mit Einzelklon 5 1-17 CHO-CRE-SLC 1 EK 5-17

cDNA des MCH-Rezeptors (SLC 1) Mischklon 5, 6

GPR 7 CHO-CRE Zellinie transfiziert mit Einzelklon 3 1-10 CHO-CRE-GPR 7 EK 3-5 *
cDNA des GPR 7-Rezeptors Mischklon 5, 6

GPR 8 CHO-CRE Zellinie transfiziert mit Einzelklon 1 1-10 CHO-CRE-GPR 8 EK 1-9
cDNA des GPR 8-Rezeptors Mischklone 1, 2

PNR CHO-CRE Zellinie transfiziert mit Einzelklon 1 1-10 CHO-CRE-PNR EK 1-8 *
cDNA des PNR-Rezeptors Mischklone 1, 2

p40 CHO-CRE Zellinie transfiziert mit Einzelklone 1 1-12 = CHO-CRE-p40
cDNA des p40-Rezeptors Mischklone 1, 2 EK 1-4, EK 1-10, MK 1,

* Bei GPR 7 und PNR wurden im Screening nicht die Einzelklone mit den hochsten Expressionsraten verwendet.
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3.2. Detektion von Orphan Rezeptoren aktivierenden Liganden

Fiir das initiale Screening der klonierten Orphan Rezeptoren nach spezifisch aktivierenden
Liganden wurden Peptidbanken aus Gesamthirn und Stammhirn vom Schwein, sowie eine
humane Hémofiltratbank verwendet (2.1.7). Es wurden dabei immer verschiedene Orphan
Rezeptor tragende Zellinien parallel auf CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion in den
verwendeten Peptidbanken untersucht. Kam es dabei zu einer Erhdhung der emittierten
Lichtmenge in nur einer Zellinie, konnte von einem Rezeptor-spezifischen Signal
ausgegangen werden. Zusétzlich wurden die CHO-CRE-SLC 1 EK 5-17 Zellen untersucht, da
hier mit MCH eine Kontrolle fiir die Funktionalitit des transfizierten Rezeptors zur
Verfligung stand. Dariiberhinaus wurden die einzelnen verwendeten Zellinien mit Forskolin

stimuliert, um die Responsivitit des CRE-Promotor-Konstrukts zu kontrollieren.

3.2.1. Screening der Stammhirn-Peptidbank vom Schwein

Das initiale Screening der Stammhirn-Peptidbank im Luciferase-Reportergen-Test wurde mit
einer Menge der Fraktionen die 22 g Ausgangsgewebe entsprechen (Gewebedquivalent)
durchgefiihrt. Fiir die Zellinien CHO-CRE-SLC 1 EK 5-17 und CHO-CRE-p40 EK 1-4,
EK 1-10 und MK 1 konnten keine spezifischen Substanzen, die zu einer Aktivierung der
untersuchten Rezeptoren fiihrten, detektiert werden. Das Ergebnis des initialen Screenings mit
den ausgewdhlten Zellinien von GPR 7, GPR 8 und PNR (Tab. 16) ist in Abbildung 5 gezeigt.
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Abbildung 5: Initiales Screening der Stammhirn-Peptidbank vom Schwein. Eine Probe, die 22 g
Stammhirngewebe entspricht, der jeweils 46 Fraktionen der einzelnen pH-Pools 0 bis 5
wurden im Luciferase-Reportergen-Test auf Induzierbarkeit des CRE-Promotor-
Konstrukts untersucht. In pH-Pool 1, Fraktionen 22-24, pH-Pool 2, Fraktion 24 und pH-
Pool 3, Fraktionen 16-20 sind Substanzen enthalten, die in CHO-CRE-GPR 8 EK 1-9
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Zellen die Transkription des CRE-Promotor-Konstrukts induzieren.

Im pH-Pool 1, Fraktionen 22-24, pH-Pool 2, Fraktion 24 und pH-Pool 3, Fraktionen 16-20
wurden Substanzen detektiert, die zu einer Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts in
CHO-CRE-GPR 8 Zellen fiihrten. Die in Fraktionen des pH-Pools 0, 4 und 5 detektierten
aktiven Substanzen waren unspezifische Signale, da sie auch in den CHO-CRE-PNR und
-GPR 7 Zellen zu einer Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts fiihrten. Fraktion 24 aus
pH-Pool 2 wurde trotz des zusdtzlichen Signals in den CHO-CRE-PNR Zellen fiir eine
weitere chromatographische Reinigung verwendet, da in CHO-CRE-GPR 7 Zellen keine

Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts feststellbar war.
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3.2.1.1. Konzentrationsabhiangigkeit der CRE-Promotor-Konstrukt
aktivierenden Fraktionen

Um festzustellen, ob die CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion der Peptidbank Fraktionen
durch wirkstoffvermittelte Effekte zustande kommt, wurde ihre Konzentrationsabhdngigkeit
untersucht. Abbildung 6 zeigt die CRE-Promotor-Konstrukt -Induktion der Fraktionen 22-24
aus pH-Pool 1 (Abb. 5 und 7A) auf CHO-CRE-GPR 8, -GPR 7 und —PNR Zellen sowie die
benachbarten inaktiven Fraktionen.

CHO-CRE-GPR 8 CHO-CRE-GPR 7 CHO-CRE-PNR
3000 -22g 300 - 22g
- 11g
2500 55¢g
275¢g
= 2000 1.38g
2 1500
1000 : :

0 0
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Fraktionen Fraktionen Fraktionen

Abbildung 6: Konzentrationsabhiingigkeit der CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion von pH-Pool 1
Fraktionen 20-27, die CRE-Promotor-Konstrukt induzierende Substanzen enthielten, im
Luciferase-Reportergen-Test. Die Fraktionen wurden in Mengen getestet, die 22, 11, 5.5,
2.75 und 1.375 g Gewebe entsprachen.

Die getesteten Fraktionen induzierten in CHO-CRE-GPR 8 EK 1-9 Zellen das CRE-

Promotor-Konstrukt konzentrationsabhéngig.

3.2.1.2. Verfahren zur Trennung von CRE-Promotor-Konstrukt aktivierenden
Substanzen aus der Stammhirn-Peptidbank

Zur Reinigung der aktiven Substanzen aus der Stammbhirn-Peptidbank war es notwendig,
inaktive Bestandteile abzutrennen. Fiir eine erste Einschitzung der chemischen Eigenschaften
der aktivierenden Substanzen, wurde das Elutionsverhalten der Substanzen in der Peptidbank
untersucht. Die Elution von der RP-Sdule, dargestellt in Abbildung 7, erfolgte in den
pH-Pools 1 und 2 bei einer mittleren Konzentration an hydrophobem Fliessmittel Puffer B
(24,5 %), wahrend in pH-Pool 3 die Elution etwas frither erfolgte (17-21 % Puffer B). Dies

lasst auf einen relativ hydrophilen Charakter der Substanzen schlieB3en.
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Abbildung 7: Reverse-Phase-Chromatographien der pH-Pools 1, 2 und 3 der Stammhirn-Peptidbank

vom Schwein. In den Chromatogrammen sind die Elutionsprofile der pH-Pools bei einer
Absoptionswellenliinge von 214 nm und die zur Elution verwendeten Gradienten gezeigt.
Die grauen Balken zeigen die Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts durch
Peptidbank Fraktionen im Luciferase-Reportergen-Test auf CHO-CRE-GPR 8 Zellen.
Es wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 22 g Gewebe Stammhirn ein-
gesetzt.

A: pH-Pool 1 der Stammhirn-Peptidbank. Aktive Fraktionen 22-24.
B: pH-Pool 2 der Stammhirn-Peptidbank. Aktive Fraktion 24.
C: pH-Pool 3 der Stammhirn-Peptidbank. Aktive Fraktionen 16-20.

Siule: Fineline Source RPC 15, 10 X 40 cm, A n.b., pm n.b., 13,5 bar. Fliessmittel: A:
10 mM HCIL B: 80 % ACN / 10 mM HCIL. Flussrate: 130 ml/min. Gradient: 0-45 % B in
65 min. Detektionswellenliinge: 214 nm.

Im folgenden ist das Trennverfahren dargestellt, das fiir die Reinigung der CRE-Promotor-

Konstrukt aktivierenden Substanzen benutzt wurde.

Die Isolierung der CRE-Promotor-Konstrukt induzierenden Substanzen erfolgte als erstes

iiber eine Reverse-Phase-Chromatographie. Den resultierenden Fraktionen der einzelnen

Chromatographien wurden Aliquots entnommen, lyophilisiert und im Luciferase-

Reportergen-Test eingesetzt.
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Als Ausgangsmaterial dienten die Fraktionen 22-24 aus pH-Pool 1, Fraktion 24 aus pH-Pool 2
und die Fraktionen 16-20 aus pH-Pool 3 (Abb. 7A-C).

Die einzelnen Fraktionen wurden jeweils in 500 ml Puffer A gelost, liber eine 0,45 um
Filtermembran filtriert und einzeln auf eine RP-Sédule aufgetragen. Die Fraktionen 16-18 aus
pH-Pool 3 wurden aufgrund ihres jeweils hohen Peptidgehaltes geteilt und in zwei Schritten
rechromatographiert. Gebundene Peptide wurden durch einen linearen Anstieg von
Acetonitril (ACN) im Elutionsmittel (10 mM HCI / 80 % ACN in 10 mM HCI) eluiert und

fraktioniert gesammelt.
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Reinigung von CRE-Promotor-Konstrukt induzierenden Substanzen aus der
Stammbhirn-Peptidbank. Die grauen Balken zeigen die Fraktionen in denen Substanzen
enthalten sind, die das CRE-Promotor-Konstrukt im Luciferase-Reportergen-Test in
CHO-CRE-GPR 8 Zellen aktivierten.

A:  RP-Chromatographie von pH-Pool 1 Fraktion 23. Im Luciferase-Reportergen-Test
wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 110 g Gewebe Stammbhirn ein-
gesetzt. Die Fraktionen 36-38 enthielten Substanzen, die die Aktivierung des CRE-
Promotor-Konstrukts induzierten.

Siule: RP C4 Delta Pak, 47 x 300 mm, 100 A, 15-20 pm. Fliessmittel: A: 10 mM HCI, B:
80 % ACN / 10 mM HCI. Flussrate: 40 ml/min. Gradient: 5-45 % B in 50 min.
Detektionswellenlinge: 280 nm.

B: RP-Chromatographie von pH-Pool 1 Fraktion 24. Im Luciferase-Reportergen-Test
wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 66 g Gewebe Stammbhirn ein-
gesetzt. Die Fraktionen 23 und 25 enthielten Substanzen, die die Aktivierung des
CRE-Promotor-Konstrukts induzierten.

C: RP-Chromatographie von pH-Pool 2 Fraktion 24. Im Luciferase-Reportergen-Test
wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 66 g Gewebe Stammbhirn ein-
gesetzt. Die Fraktionen 23-26 enthielten Substanzen, die die Aktivierung des CRE-
Promotor-Konstrukts induzierten.

D: RP-Chromatographie von pH-Pool 3 Fraktion 16(1). Im Luciferase-Reportergen-
Test wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 88 g Gewebe Stammhirn
eingesetzt. Die Fraktion 25 enthielt Substanzen, die die Aktivierung des CRE-
Promotor-Konstrukts induzierte.

E/F: RP-Chromatographie von pH-Pool 3 Fraktion 16(2) (E) und 17(1) (F). Im Luci-
ferase-Reportergen-Test wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 88 g
Gewebe Stammhirn eingesetzt. Die Fraktion 24 (E, F) enthielt Substanzen, die die
Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts induzierte.

G: RP-Chromatographie von pH-Pool 3 Fraktion 17(2). Im Luciferase-Reportergen-
Test wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 88 g Gewebe Stammhirn
eingesetzt. Die Fraktion 25 enthielt Substanzen, die die Aktivierung des CRE-Pro-
motor-Konstrukts induzierte.

B-G: Siule: RP C4 Delta Pak, 47 x 300 mm, 100 A, 15-20 pm. Fliessmittel: A: 10 mM
HCI, B: 80 % ACN / 10 mM HCL. Flussrate: 40 ml/min. Gradient: 18-60 % B in 50 min.
Detektionswellenlinge: 280 nm.
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Es konnte in den Fraktionen von sieben der zwdlf Chromatographien (Abb. 8A-G)
aktivierende Substanzen im Luciferase-Reportergen-Test detektiert werden. In der Tabelle 17
sind die Fraktionen, welche die CRE-Promotor-Konstrukt induzierenden Substanzen
enthielten, aufgelistet.

Tabelle 17: Auflistung der Fraktionen die CRE-Promotor-Konstrukt induzierende

Substanzen enthalten

Ausgangsfraktionen der Subfraktionen in denen | Peptidgehalt der erhaltenen Subfraktionen
Stammhirn-Peptidbank die CRE-Promotor-
CRE-Promotor-Konstrukt Konstrukt induz.
induzierende Substanzen Substanzen detektiert
enthielten wurden
Pool 1 Fraktion 23 36-38 36 (36,4 mg), 37 (12,7 mg), 38 (5,9 mg)
Fraktion 24 23,25 23 (69 mg), 25 (43,5 mg)
Pool 2 Fraktion 24 23-26 23 (50 mg), 24 (41 mg), 25 (19 mg), 26 (23,8)
Pool 3 Fraktion 16(1) 25 25 (6,3 mg)
Fraktion 16(2) 24 24 (6,3 mg)
Fraktion 17(1) 24 24 (30 mg)
Fraktion 17(2) 25 25 (16 mg)

Der Peptidgehalt der Fraktionen wurde ermittelt, und zunédchst mit der Hélfte der Fraktion 38
der Chromatographie von pH-Pool 1 Fraktion 23 (Abb. 8A) eine Kationenaustauschchroma-
tographie durchgefiihrt (Fraktogel TSK SP650 (M), Fliessmittel: A: 50 mM NaH,POg4; B: 2 M
NaCl/50 mM NaH,PO4, pH 2.4). Aufgrund des salzhaltigen Elutionsmittels war eine
Entsalzung der erhaltenen Fraktionen vor der Untersuchung im Luciferase-Reportergen-Test
notwendig (2.6.2.1). In den erhaltenen Fraktionen konnten keine CRE-Promotor-Konstrukt

induzierenden Substanzen detektiert werden.

Es wurde daher anschliessend mit den vereinigten aktiven Fraktionen (Tab. 17) eine RP-
Chromatographie durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl die stationdre Phase als auch die mobile
Phase gewechselt. Statt des im vorherigen Chromatographieschritts genutzten C4-Materials
wurde Cl18-Material und statt ACN Methanol benutzt. Mit dem Wechsel der
Chromatographie-Bedingungen  konnten die = CRE-Promotor-Konstrukt-aktivierenden
Substanzen wiedergefunden werden. Es zeigte sich eine Trennung der aktiven Substanzen in
zwei Peaks (Abb. 9A). Die Fraktionen 17-22 sowie 38 und 39 enthielten CRE-Promotor-
Konstrukt induzierende Substanzen.

Mit der aktiven Fraktion 18 (Abb. 9A) wurde zunichst ein semiquantitatives Vorexperiment

durchgefiihrt. Mit '/10 der Fraktion wurde eine Anionenaustauschchromatographie mit starkem
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Anionenaustausch-Material (Strong Anion Exchanger 10 x 50 mm, Macro-Prep 50 Q)
durchgefiihrt. Aufgrund des verwendeten Elutionsmittels (A: 20 mM Tris-HCI, pH 8.6;
B: 20 mM Tris-HCI1 / 1 M NaCl, pH 8.6) enthielten die entstandenen Fraktionen Salz, das vor
deren Untersuchung im Test entfernt wurde (2.6.2.1). Es zeigte sich, dass die CRE-Promotor-
Konstrukt aktivierenden Substanzen in der mobilen Phase, in der die Substanzen nicht an das
Anionenaustauscher-Material gebunden hatten, detektiert werden konnten. Dieser
Chromatographieschritt wurde daher zur Abtrennung der inaktiven anionischen Substanzen
mit dem gesamten Material der Fraktionen 18-22 durchgefiihrt. Dieses nicht an die Séule
gebundene Material wurde anschlieBend erneut chromatographisch getrennt, wobei eine RP-
Chromatographie (Vydac RP C18) durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe von ACN als Elutionsmittel
und einer RP-Sdule mit geringerer Poren- und Partikelgrosse konnten die CRE-Promotor-

Konstrukt induzierenden Substanzen weiter von inaktiven Peptiden getrennt werden
(Abb. 9B).

Die Fraktionen 38-41, in denen biologisch aktive Substanzen nachzuweisen waren, wurden
vereinigt und im folgenden Chromatographieschritt durch eine weitere RP-Chromatographie
mit einer analytischen Vydac RP C18-Sédule separiert. Um eine bessere Trennleistung zu
erhalten, wurde ein flacher Gradient gewahlt (0,5 % B/min). Die Fraktionen 33 und 34, in
denen die CRE-Promotor-Konstrukt induzierenden Substanzen nachzuweisen waren
(Abb.9C), wurden anschlieBend auf einer analytischen YMC RP C18-Séule
chromatographiert. In den daraus erhaltenen Fraktionen war eine CRE-Promotor-Konstrukt

aktivierende Substanz nicht mehr eindeutig nachzuweisen.
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Abbildung 9: Reinigung von CRE-Promotor-Konstrukt aktivierenden Substanzen aus der Stammbhirn-

Peptidbank. Die grauen Balken zeigen die Fraktionen in denen Substanzen enthalten
sind, die das CRE-Promotor-Konstrukt im Luciferase-Reportergen-Test auf
CHO-CRE-GPR 8 Zellen induzieren.

A:  RP-Chromatographie der vereinigten aktiven Fraktionen aus den 1. Rechromato-
graphien (Tab. 17). Im Luciferase-Reportergen-Test wurde ein Teil der HPLC-
Fraktionen entsprechend 40 g Gewebe Stammhirn eingesetzt. Die Fraktionen
17-22 sowie 38 und 39 induzierten das CRE-Promotor-Konstrukt.

Siule: Vydac RP C18, 47 x 300 mm, 300 A, 15-20 um. Fliessmittel: A: 20 % Methanol /
10 mM HCIL, B: 100 % Methanol / 10 mM HCI. Flussrate: 30 ml/min. Gradient: 30-
70 % B in 66 min. Detektionswellenléinge 280 nm.

B: RP-Chromatographie vom Durchlauf der Anionenaustauschchromatographie. Im
Luciferase-Reportergen-Test wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend
60 ¢ Gewebe Stammhirn eingesetzt. Die Fraktionen 38-41 induzierten das CRE-
Promotor-Konstrukt.

Siule: Vydac RP C18, 20 X 250 mm, 300 A, 10 pm. Fliessmittel: A: 0,1 % TFA, B: 80 %
ACN / 0,1 % TFA. Flussrate: 7,2 ml/min. Gradient: 25-70 % B in 90 min. Detektions-
wellenléinge: 214 nm.

C: RP-Chromatographie der vereinigten Fraktionen 38-41. Im Luciferase-Reporter-
gen-Test wurde ein Teil HPLC-Fraktionen entsprechend 60 g Gewebe Stammhirn
eingesetzt. Die Fraktion 33 und 34 induzierten das CRE-Promotor-Konstrukt.

Siule: Vydac RP C18, 10 x 250 mm, 300 A, 5 pm. Fliessmittel: A: 0,1 % TFA, B: 80 %
ACN / 0,1 % TFA. Flussrate: 1,8 ml/min. Gradient: 30-60 % B in 80 min. Detektions-
wellenléinge: 280 nm.

D: RP-Chromatographie der vereinigten Fraktionen 33 und 34. Im Luciferase-
Reportergen-Test wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 60 g Gewebe
Stammhirn eingesetzt. CRE-Promotor-Konstrukt induzierende Substanzen q
konnten nicht mehr detektiert werden.

Siule: YMC C18, 4,6 x 250 mm, 120 A, 5 pm. Fliessmittel: A: 0,1 % TFA, B: 80 % ACN
/ 0,1 % TFA. Flussrate: 0,6 ml/min. Gradient: 5-55% B in 100 min. Detektions-
wellenléinge: 214 nm.
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3.2.2. ,,Screening® der Gesamthirn- und Himofiltrat-Peptidbank

Da die Reindarstellung der in der Stammhirn-Peptidbank vom Schwein enthaltenden CRE-
Promotor-Konstrukt aktivierenden Substanzen nicht erfolgreich beendet werden konnte,
wurden weitere biologische Quellen genutzt, um Liganden fiir die GPR 7-, GPR 8- und PNR-
Rezeptoren zu identifizieren. Dazu wurden mit den CHO-CRE-GPR 7, -GPR 8 und —PNR
Zellen ein initiales Screening der Gesamthirn-Peptidbank vom Schwein sowie mit der
humanen Hamofiltrat-Peptidbank durchgefiihrt. Das Screening der Gesamthirn-Peptidbank im
Luciferase-Reportergen-Test wurde mit einer Menge, die 120 g Gewebe entsprachen, das der
Héamofiltrat-Peptidbank mit einer Menge, die 250 ml Hémofiltrat entsprachen, durchgefiihrt.
Dabei zeigte keine der beiden Peptidbdnke eine biologische Aktivitit im Luciferase-

Reportergen-Test.

Im Verlauf dieser Arbeit erschien die Publikation von BAUER et al. (2000), in der das
Membran-Protein p40 in Beziehung gesetzt wird zu den Lantibiotic Synthetase
Component C-Proteinen (LanC Familie bakterieller Membran-Proteine). p40 wird darin nicht
mehr zu der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gezdhlt. Die CHO-CRE-p40

Zellen wurden deshalb nicht mehr im Screening eingesetzt.

3.2.3. Inhibition der Forskolin-induzierten cAMP-Produktion durch NPW

Im weiterenVerlauf dieser Arbeit wurde Neuropeptid W (NPW) als neuer Ligand fiir GPR 7
und GPR 8 veroffentlicht (BREZILLON ef al, 2002, Fuill et al., 2002; SHIMOMURA et al.,
2002). Die Autoren (SHIMOMURA et al., 2002) beschreiben eine hochpotente inhibitorische
Wirkung von NPW auf die Forskolin-stimulierte Produktion von cAMP, mit einer ICsy im

nanomolaren Bereich.

Zur Uberpriifung der wirend dieser Arbeit selektionierten Klone von GPR 7 wurden diese mit
synthetisch hergestelltem NPW23 (WYKHVASPRYHTVGRAAGLLMGL) im Luciferase-
Reportergen-Test untersucht. Dazu wurden die exprimierenden Zellinien CHO-CRE-GPR 7
EK 3-1, -EK 3-6, -MK 5 und -MK 6 mit NPW in steigenden Konzentrationen von 10 M bis
10°M stimuliert. Nach 30 min wurde Forskolin in der Endkonzentration von 10°M
zugegeben. Dabei zeigte sich, dass NPW23 die Forskolin-induzierte Produktion von cAMP in
EK 3-1 Zellen im Bereich von 3 x 10 bis 10 M inhibierte (Abb. 10).
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Abbildung 10: Inhibition der Forskolin-induzierten CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion durch

Neuropeptid W23 (NPW 23) in der GPR 7-Rezeptor exprimierenden CHO-CRE-GPR 7
EK 3-1 Zelliniee. CHO-CRE-GPR7 EK 3-1 wurde mit NPW23 in steigenden
Konzentrationen [10” bis 10 M] fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde Forskolin in
der Endkonzentration 10° M zugegeben, weitere 3 % h inkubiert und im Lumistar
(BMG) das emittierte Licht gemessen. Die Signifikanzen sind jeweils bezogen auf die
Einzelstimulation mit 10° M Forskolin. Als Kontrollen (Ko.) wurden MEM alpha
Medium sowie die Einzelstimulationen mit Forskolin dargestellt.
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3.3. Charakterisierung der Signaltransduktionswege des MCH-Rezeptors

Im folgenden wurde die Signaltransduktion des MCH-Rezeptors in CHO-CRE-SLC 1 Zellen
untersucht. Die Charakterisierung aktivierender Signaltransduktionswege des MCH-
Rezeptors wurde mit Hilfe von Luciferase-Reportergen-Tests (2.5.1), FLIPR- (2.5.2) und
Western Blot Analysen (2.6) durchgefiihrt. Immunologisch wurde sowohl das an Serin 133
phosphorylierte ,,CRE-binding protein“ (pCREB) als auch die phosphorylierte Form (Thr
202/Tyr 204) der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (pMAPK) nachgewiesen (2.7.3). Eine
parallele Inkubation mit verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren (2.4.3) ermdglichte dabei
Aufschluss tiber die an der Signalweiterleitung des MCH-Rezeptors beteiligten G-Proteine zu
erhalten.

3.3.1. cAMP als ,,second messenger*

Die enzymatische Aktivitdt der Adenylat-Cyclase (AC) wird durch die GTP-gebundene Form
der o-Untereinheit der Gs-Proteine stimuliert. Dariiber hinaus kann sie die durch das Diterpen
Forskolin aktiviert werden (DE SOUZA et al., 1983). Aus der Aktivierung der AC resultiert
eine erhohte cAMP-Produktion. Zur ndheren Analyse der Involvierung von cAMP an der
Signalleitung in CHO-CRE-SLC 1 Zellen wurden diese mit Forskolin und MCH stimuliert.

CHO-CRE-SLC 1 CHO-CRE
40000 =4 Forskolin 40000 =&~ Forskolin
300001+ - MCH 30000 - MCH
200001 MCH/Forskolin 20000 MCH/Forskolin
100001 4 MEM alpha 10000 ¢ MEM alpha
4000 40001
3 3
= 3000+ ) 3000+
20001+ 2000+
10001 * 10004 o

S
S

Ko. 101 100 109 10% 107 10% 105 Ko. 1077 100 109 10% 107 10 10%
Konzentration MCH / Forskolin [M] Konzentation MCH / Forskolin [M]

Abbildung 11: Konzentrationsabhiingigkeit der CRE-Promotor-Konstrukt induzierenden Wirkung von
MCH und Forskolin auf CHO-CRE-SLC 1- und CHO-CRE Zellen. Die Zellen wurden
mit MCH, Forskolin oder beiden Agenzien in steigenden Konzentrationen [10™' bis
10 M| stimuliert. Die Dosis-Wirkungskurve von Forskolin ist in Rot, die von MCH in
Blau, die gleichzeitige Gabe von MCH und Forskolin in Griin dargestellt. Als Kontrolle
(Ko.) ist der Basalwert von MEM alpha Medium angegeben. Der EC5, Wert bezieht sich
auf die Stimulation mit MCH in CHO-CRE-SLC 1 Zellen.
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Die Gabe von Forskolin und MCH [10"" bis 10°® M] fiihrt, wie in Abbildung 11A zu
erkennen, in den CHO-CRE-SLC1 Zellen bei beiden Stimulanzien zu einer
konzentrationsabhéngigen Aktivierung des CRE-Promotor-Konstuktes. Der Kontrollversuch
mit CHO-CRE Zellen (Abb. 11B) zeigt fiir Forskolin wie erwartet eine Erhohung des
emittierten Lichtes, wihrend mit MCH keine Aktivierung detektiert wurde. Bei einer
Kostimulation von MCH und Forskolin konnte in den CHO-CRE-SLC 1- und CHO-CRE-
Zellen kein Unterschied zur Einzelstimulation mit Forskolin festgestellt werden (Abb. 11A
und 11B, griine Kurven). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die MCH/SLC 1-
Signalkaskade in diesen Zellen iiber Gs-Proteine zur Erhohung von cAMP fiihrt, aus der iiber
Proteinkinasen eine Phosphorylierung von CREB und so die Aktivierung des CRE-Promotor-

Konstrukts erfolgt.

Zur Uberpriifung der Beteiligung der PKA, die durch cAMP aktiviert wird, wurde der
PKA-spezifische Inhibitor Rp-8-CPT-cAMPS (GJERTSEN ef al., 1995; SCHWEDE et al., 2000)
eingesetzt (2.4.3). Abbildung 12 zeigt die Einzelstimulationen von CHO-CRE-SLC 1 Zellen
mit MCH (Abb. 12A) und Forskolin (Abb. 12B) in den Konzentrationen von jeweils
3x 107 M. Desweiteren sind in Abbildung 12A/B die Inhibition der MCH- und der
Forskolin-vermittelten Signaltransduktion durch Rp-8-CPT-cAMPS [10* M] gezeigt.
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Abbildung 12: Inhibition der Proteinkinase A durch Rp-8-CPT-cAMPS. CHO-CRE-SLC1 Zellen
wurden mit Rp-8-CPT-cAMPS [10™* M] fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von: A: MCH [3 x 107 M] (MCH/Rp-8-CPT) bzw. B: Forskolin [3 x 107 M]
(Fsk/Rp-8-CPT). Als Basalwerte sind MEM alpha Medium (MEM alpha) und Rp-8-
CPT-cAMPS [10™* M] in MEM alpha Medium (Rp-8-CPT) dagestellt. C: Darstellung des
inhibitorischen Effektes von Rp-8-CPT-cAMPS auf die Aktivierung des CRE-Promotor-
Konstrukts durch MCH (o) und Forskolin () in Prozent. Die Stimulationen von MCH
(a) und Forskolin (b) ohne Rp-8-CPT-cAMPS entsprechen 100 %. Die Inhibitionen der
MCH stimulierten Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts durch Rp-8-CPT-
cAMPS (o) wurden auf die Einzelstimulationen von MCH (a) bezogen, entsprechend
bezieht sich die Forskolin/Rp-8-CPT-cAMPS (B) auf die Einzelstimulationen von
Forskolin (b).
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Durch Inkubation mit Rp-8-CPT-cAMPS liess sich eine Hemmung der MCH- und Forskolin-
induzierten ~CRE-Promotor-Konstrukt-Aktivitit feststellen. Abbildung 12C  stellt die
gemessenen Werte von MCH und MCH/Rp-8-CPT bzw. Forskolin und Forskolin/Rp-8-CPT
aus Abbildung 12A/B in Prozent dar. Darin wurden die Einzelstimulationen von MCH
(Abb. 12¢, a) und Forskolin (Abb. 12C, b) als Absolutwerte (100 %) gesetzt. Die Darstellung
in  Abbildung 12C zeigt die erhaltenen Werte von MCH/Rp-8-CPT (o) und
Forskolin/Rp-8-CPT (B) jeweils bezogen auf die Einzelstimulationen mit MCH (a) bzw.
Forskolin (b). Bei Inkubation von MCH mit Rp-8-CPT-cAMPS kommt es zu einer
signifikanten Verringerung der Reportergen-Aktivitit von 27 %. Im Kontrollversuch mit
Forskolin/Rp-8-CPT-cAMPS zeigte sich ein signifikanter inhibitorischer Effekt von 41 %.
Die Inhibition der MCH vermittelten Signaltransduktion durch Rp-8-CPT-cAMPS ldsst
darauf schlieen, dass die PKA, und damit eine cAMP-vermittelte Signalleitung, an der
Transduktion des MCH-Signals in den CHO-CRE-SLC 1 Zellen beteiligt ist.

MCH bewirkt durch Aktivierung des SLC 1-Rezeptors und Kopplung an ein inhibitorisches
Gi-Protein eine Inhibition der Forskolin-stimulierten Produktion von cAMP (CHAMBERS et al.
1999; SHIMOMURA et al. 1999). Bei einer Stimulationszeit im Luciferase-Reportergen-Test
von 4 h konnte der inhibitorische Effekt von MCH nicht festgestellt werden (Abb. 11, griine
Kurve). Um diesen im Luciferase-Reportergen-Test detektieren zu konnen, wurden die CHO-
CRE-SLC 1 Zellen fiir 15 min zeitgleich mit Forskolin [10° M] und MCH in steigenden
Konzentrationen [3 x 107'% bis 10 M] inkubiert. AnschlieBend wurden die Agentien durch
MEM alpha ersetzt und fiir weitere 45 min inkubiert, um die Luciferasebildung in den Zellen

zu ermoglichen.
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Abbildung 13: Inhibition der Forskolin stimulierten Aktivitit des Luciferase-Reportergen-Tests durch
MCH. CHO-CRE-SLC1 (A) und CHO-CRE Zellen (B) wurden fiir 15 min mit
Forskolin [10° M] und steigenden Konzentrationen an MCH [3 x 10" bis 10° M]
stimuliert. Anschlieend wurden die Stimulanzien durch MEM alpha Medium ersetzt
und weitere 45 min inkubiert. Die blaue Kurve zeigt die Inhibition der Forskolin-
induzierten CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion durch MCH. Als Kontrolle ist der
MEM alpha Basalwert und Forskolin [10°° M] angegeben. Die Signifikanzen sind jeweils
bezogen auf die Stimulation mit 10°M Forskolin.
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In der Abbildung 13A ist bei paralleler Inkubation von Forskolin und MCH im Luciferase-
Reportergen-Test eine Verringerung der Forskolin vermittelten CRE-Promotor-Konstrukt-
Induktion durch MCH zu erkennen. Die G;j-gekoppelte Signalweiterleitung des MCH-

Rezeptors konnte mit dem Luciferase-Reportergen-Test bestdtigt werden.

Zur Uberpriifung der Signalweiterleitung des MCH Rezeptors iiber inhibitorische G-Proteine
wurde die Kopplung iiber Gi/Go-Proteine mit Pertussistoxin inhibiert. Stimuliert man
CHO-CRE-SLC 1 Zellen, die 20-24 h mit Pertussistoxin vorbehandelt wurden, mit MCH in
steigenden Konzentrationen [3 x 107 bis 10 M], ist eine deutliche Erhohung des emittierten
Lichtes bei der parallelen Gabe von MCH/PTX (Abb. 14, orange Kurve) zu erkennen. Die
Blockierung der Gi/Gop-Signalleitung fiihrt moglicherweise zu einer verstirkten

Signaltransduktion des MCH-Rezeptors iiber Gs-Proteine.
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Abbildung 14: Inhibition der G;/Gy-gekoppelten Signalleitung durch Pertussistoxin im Luciferase-
Reportergen-Test. CHO-CRE-SLC 1 Zellen wurden 20-24 h mit 100 ng/ml Pertussis-
toxin vorinkubiert und anschlieBend mit MCH in steigenden Konzentrationen stimuliert.
Als Kontrollen (Ko.) sind die Stimulationen von MCH [3 x 107 M] mit und ohne
Pertussistoxin (PTX 100 ng/ml), sowie MEM alpha Medium angegeben. Die
Signifikanzen sind jeweils bezogen auf die Stimulation mit MCH ohne Pertussistoxin-
Vorbehandlung.

3.3.2. Ca2+-Messung im FLIPR

Als weitere Versuchsreihe wurden die MCH-Rezeptor exprimierenden Zellen auf die
Freisetzung von Ca’" durch Aktivierung mittels MCH untersucht. Verdnderungen des
intrazelluldren Ca*"-Spiegels wurden mit dem ,.Fluometric Imaging Plate Reader* (FLIPR,
2.5.2) erfasst. Diese auf Fluoreszenzinderung basierende Messmethode kann Anderungen der
freien Ca’"-Konzentration in der Zelle durch Freisetzung aus zelluldren Speichern oder

Ca”*-Einstrom durch Ionenkanile zeitaufgelost nachweisen. In Abbildung 15 ist vergleichend
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die Dosis-Wirkungsbeziehung von MCH auf CHO-CRE-SLC 1 Zellen im FLIPR- und
Luciferase-Reportergen-Test dargestellt. Sie zeigt, dass durch die Gabe von MCH eine

konzentrationsabhingige Ca”'-Freisetzung erzeugt wurde.
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Abbildung 15: Konzentrationsabhingigkeit der MCH induzierten Ca**-Freisetzung bzw. Aktivierung
des CRE-Promotor-Konstrukts in CHO-CRE-SLC 1 Zellen. Die griin dargestellte Kurve
zeigt die durch Stimulation mit MCH erfolgte Induktion des Luciferase-Reportergens
(ECsy 2,3%10° M) . Die blaue Kurve stellt die durch MCH induzierte, im FLIPR
gemessene, Fluoreszensinderung von Fluo-4 dar (ECsy 7,6 X 10 M). Diese wird durch
Verinderung des intrazelluliren Ca’*-Spiegels, bewirkt durch MCH-Rezeptor
Stimulation, hervorgerufen.

Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) wird zusammen mit Diacylglycerol (DAG) durch
Phospholipase C aus Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat (PIP;) freigesetzt. Dieser
Signalweg kann, ausgehend von Gy-Proteinen oder Gigy-Proteinen, tiber die Phospholipase C
verlaufen. Sie fiihren jeweils zur Produktion von IP; und damit zur Ca*"-Freisetzung.
Unterdriickt man die Kopplung der Signalleitung iiber Gi/Go-Proteine durch die Behandlung
mit Pertussistoxin, so kommt es in CHO-CRE-SLC 1 Zellen zu einer deutlichen Verringerung
des MCH induzierten Ca*"-Signals (Abb. 16). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Transduktion des Signals iiber Gi-Proteine verlduft. Allerdings wird keine vollstindige
Inhibition des Ca’’-Signals erreicht, sondern wie in Abbildung 16 ersichtlich nur eine

Teilhemmung.
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Abbildung 16: Inhibition der G;/Gy-gekoppelten Signalweiterleitung durch Pertussistoxin. CHO-CRE-
SLC 1-Zellen wurden 20-24h mit 100 ng/ml Pertussistoxin (PTX) inkubiert und
anschliefend mit MCH in steigenden Konzentrationen stimuliert. Pertussistoxin fiihrt zu
einer Verringerung der MCH-induzierten Ca**-Freisetzung. Die Signifikanzen sind
jeweils bezogen auf die Stimulation mit MCH ohne Pertussistoxin-Vorbehandlung.

Zur Feststellung ob Gg-Proteine iiber die PLC an der Ca’'-Freisetzung beteiligt sind, wurde
der Phospolipase C Inhibitor U 73122 verwendet (BLEASDALE et al., 1990; SMITH et al.,
1990). Dazu wurden CHO-CRE-SLC 1-Zellen, die mit und ohne Pertussistoxin vorbehandelt
wurden, erst mit 10°M U 73122 20 min inkubiert und nachfolgend in steigender
Konzentration [3 x 107" bis 10° M] MCH auf die Zellen gegeben.
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Abbildung 17: Inhibition der G/Gj-gekoppelten und der Phospholipase C vermittelten Signalleitung.
A: CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden 20-24 h mit 100 ng/ml Pertussistoxin inkubiert.
Anschlieflend erfolgte fiir 20 min eine Inkubation mit dem Phospholipase C Inhibitor
U 73122 [10° M]. Danach wurde mit MCH in steigenden Konzentrationen [3 x 107
bis 10 M] stimuliert und direkt im FLIPR gemessen. B: CHO-Goy¢ Zellen wurden mit
CCK 8 [7,5x10" bis 2,25%10°M] stimuliert. Bei Vorinkubation mit U 73122
[3x10°M] zeigte sich mit der Verringerung des Ca’"-Signals (rote Kurve) bei
Stimulation mit CCK 8 deutlich der inhibitorische Effekt.



Ergebnisse 76

Abbildung 17A zeigt die Inkubation von MCH und U 73122 im FLIPR ohne (blaue Kurven)
und mit Vorbehandlung mit Pertussistoxin (orange Kurven). An den Kurven der MCH- und
MCH/U 73122-Stimulationen ohne Pertussistoxin-Vorbehandlung ist erkennbar, dass das
Ca”*-Signal durch U 73122 nicht verringert werden konnte. Bei der Versuchsanordnung mit
Pertussistoxin wurde lediglich der inhibitorische Effekt durch das Pertussistoxin detektiert.
Eine Beteiligung der PLC konnte demnach nicht nachgewiesen werden. CHO-Goj6-Zellen
(2.4.1), die den CCK-Rezeptor als endogenen Rezeptor beinhalten (CORDELIER ef al., 1997),
wurden mit CCKS8 in den Konzentrationen 7,5 X 107 bis 2,25 X 10° M stimuliert. Es konnte
ein konzentrationsabhingiges Ca”’-Signal detektieren werden, dass sich bei Vorinkubation
mit 3 x 10°M U 73122 hemmen liess. In Abbildung 178 ist dieser inhibitorische Effekt
dargestellt und belegte die Funktionalitit des PLC-Inhibitors U 73122.
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3.3.3. Untersuchung der MAP Kinase Kaskade
3.3.3.1. Induktion von p42/44 MAP Kinase durch MCH

Die Stimulation des SLC 1-Rezeptors mit MCH fiihrt zur Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Proteinkinase (MAPK 42/44 = MAPK; HAWES etal., 2000), die auch als
extrazellulidre regulierte Kinase (ERK) bezeichnet wird. Die Ubertragung der Signale vom
aktivierten Rezeptor zur MAPK Kaskade ist tiber Gi-, Go- und G4-Proteine moglich.

Die Aktivierung des MCH-Rezeptors in CHO-CRE-SLC 1 Zellen durch Stimulation mit
MCH fiihrte erwartungsgemaéss zur Phosphorylierung von MAPK (Abb. 18). Die niedrigste
MCH-Konzentration, bei der eine erhohte pMAPK-Bildung nachgewiesen werden konnte, lag
bei 3 nM. Eine Aktivierung der Adenylat Cyclase durch Forskolin fiihrte zu keiner
Phosphorylierung von MAPK. Als Kontrolle fiir die gleichmiBige Beladung der Gele im
Western Blot, wurden die Antikorper der nicht-phosphorylierten inaktiven Form der MAPK
verwendet.
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Abbildung 18: Western Blot mit spezifischen Antikorpern gegen Phospho-p42/44 MAP Kinase
(pMAPK) und MAP Kinase. CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden fiir 60 min mit MCH und
Forskolin in den oben gezeigten Konzentrationen behandelt. Als Kontrolle fiir eine
gleichmissige Beladung der Geltaschen wurden MAPK-Antikérper fiir die nicht-
phosphorylierte Form verwendet (MAPK).

Die Kaskade der MAP Kinase verlduft iiber eine Reihe hintereinandergeschalteter
Proteinkinasen, welche die Signale von der inneren Zellmembran weiter in das Zellinnere
leiten. Diese verlduft vom Rezeptor Ras-abhidngig oder -unabhingig zur Raf- und weiter zur
MEK 1-Proteinkinase und fiihrt zur Phosphorylierung von MAPK. Durch die Behandlung mit
PD 98059, einem spezifischen Inhibitor der MEKI1 (ALESSI et al., 1995), kann diese
Phosphorylierung der MAPK blockiert werden.
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Abbildung 19: Western Blot mit phosphospezifischen Antikorpern gegen Phospho-p42/44 MAP Kinase
(pMAPK) und MAP Kinase (MAPK). CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden fiir 30 min mit
5x10°M PD 98059, einem Inhibitor der MEK1, inkubiert und anschlieBend fiir weitere
60 min mit 3 x 107 M MCH stimuliert

Inkubiert man CHO-CRE-SLC 1 Zellen vor einer Stimulation mit MCH [3 x 107 M] mit
PD 98059 [5x 10° M], so zeigte sich an den schwachen Signalen eine sehr verringerte
pMAPK-Bildung (Abb. 19). Die Verhinderung der MAPK Phosphorylierung durch die
Behandlung mit PD 98059 belegte die Signalweiterleitung in den CHO-CRE-SLC 1 Zellen
iber die MEK1.

3.3.3.2.  Phospholipase C-regulierte Aktivierung der MAPK-Kaskade

Der Ras/MAPK Signalweg kann von verschiedenen G-Protein Subtypen moduliert werden.
Die Signalleitung kann sowohl iiber Gi/Go- als auch Gq-Proteine erfolgen. Dabei konnen die
G- als auch die By-Heterodimere die MAPK-Kaskade regulieren. Bei einer Beteiligung von
Goyg und GBy; an der Signalleitung erfolgt die Aktivierung der Ras/MAPK-Kaskade, iiber
PLC und DAG, durch die Proteinkinase C (SMRCKA et al., 1991; STERNWEIS & SMRCKA,
1992; CRESPO et al., 1994). Dariiber hinaus kann auch die o-Untereinheit der Go-Proteine
eine PKC-abhingige MAPK-Aktivierung induzieren (VAN BIESEN efal, 1995B). Die
Applikation des PKC-aktivierenden Agenz Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) in der
Konzentration 3 x 10”7 M induzierte lediglich ein p42 MAPK-Signal in den CHO-CRE-SLC 1
bzw. den CHO-CRE-Zellen (Abb. 20). Bei Kostimulation mit MCH [3 x 107 M] liess sich
keine deutliche Erh6hung des pMAPK-Signals detektieren.
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Abbildung 20: Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern gegen Phospho-p42/44 MAP Kinase.
CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden fiir 30 min mit PMA [3 x107 M] inkubiert und
anschlieBend fiir weitere 60 min mit MCH [3 x 10”7 M] stimuliert. Als weitere Kontrolle
wurden CHO-CRE-Zellen mit PMA stimuliert. p44: p44 MAPK, p42: p42 MAPK, ERK:
extrazelluldr aktivierte Proteinkinase.

Im Falle einer Beteiligung der PKC miisste sich die Phosphorylierung von MAPK durch die
PKC-Inhibitoren Bisindolylmaleimide I bzw. Chelerythrin (HERBERT et al., 1990; TOULLEC
et al., 1991) sowie den PLC-Inhibitor U 73122 (2.4.3) (STAMM et al., 1998) inhibieren lassen.
Durch die Inhibition der PLC mit U 73122 ergab sich keine Verdnderung der durch MCH-
Stimulation erhohten pMAPK-Signale. Mit Chelerythrin konnte bei paralleler Inkubation mit
MCH eine Verringerung der pMAPK-Bildung detektiert werden. Dagegen zeigte sich mit
Bisindolylmaleimide I keine deutliche Verringerung des MAPK-Signals (Abb. 21). Im
Luciferase-Reportergen-Test wurden inhibitorischen Effekte durch gleichzeitige Inkubation
von Chelerythrin mit MCH bzw. U 73122 mit MCH nicht nachgewiesen (nicht gezeigt).
Diese Befunde zeigen, dass die PKC an der Phosphorylierung der MAPK in CHO-CRE-
SLC 1 Zellen beteiligt ist.

Chelerythrin MEM
+MCH Chelerythrin  MCH alpha
p44 = ERK1
pR2=ERK2| " s WO ...
+MCH  Bisindolyl MCH alpha
p44 = ERK1

pA2=ERK2 | - - - - - -

Abbildung 21: Western Blot mit spezifischen Antikorpern fiir Phospho-p42/44 MAP Kinase.
CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden fiir 30 min mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrin bzw.
Bisindolylmaleimide [10°M], inkubiert und anschlieBend fiir weitere 60 min mit
3x10"M MCH stimuliert. p44: p44 MAPK, p42: p42 MAPK, ERK: extrazellulir
aktivierte Proteinkinase.
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Die Inhibition der Proteinkinasen Cd und Cy durch Rottlerin (GSCHWENDT et al., 1994) in
CHO-CRE-SLC 1-Zellen fiihrte zu keiner Verringerung der p42/44 MAPK Signale (nicht
gezeigt). Eine Beteiligung dieser PKC-Subtypen an der p42/44 MAPK-Kaskade konnte mit

dem verwendeten Inhibitor nicht nachgewiesen werden.
3.3.3.3.  GPyi-Protein-regulierte Aktivierung der MAPK-Kaskade

Da eine Beteiligung der PKC an der Signalweiterleitung zur MAPK nur bedingt
nachgewiesen werden konnte, wurde die Involvierung von Gi-Proteinen mit Hilfe von
Pertussistoxin untersucht. Eine Kopplung des MAPK-Weges iiber Gj-Rezeptoren kann {iber
die By-Untereinheit direkt an das Ras-Protein vermittelt werden (CRESPO et al., 1994; VAN
BIESEN et al., 1995A; HAWES et al., 1995; LUTRELL ef al., 1996). In CHO-CRE-SLC 1 Zellen,
die mit Pertussistoxin vorbehandelt wurden, zeigte sich dabei eine deutliche Verringerung der
MCH-induzierten Bildung von pMAPK (Abb. 22). Die Signalweiterleitung des durch MCH
aktivierten SLC 1-Rezeptors zur Ras/MAPK-Kaskade scheint iiber die Gy-Untereinheit

vermittelt zu sein.
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Abbildung 22: Western Blot mit spezifischen Antikérpern gegen Phospho-p42/44 MAP Kinase. CHO-
CRE-SLC1 Zellen wurden 20-24h mit 100 ng/ml Pertussistoxin inkubiert und
anschliefend fiir 1 h mit MCH in den oben gezeigten Konzentrationen stimuliert. p44:
p44 MAPK, p42: p42 MAPK, ERK: extrazelluliir aktivierte Proteinkinase.

3.3.3.3.1. Involvierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase an der Py-regulierten
MAPK Aktivierung

Die Gj-Protein-vermittelten MAPK-Aktivierung durch die By-Untereinheit kann auch iiber die
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-K) reguliert werden (RODRIGUEZ-VICINIA et al. 1994;
HAWES et al. 1996; TANG & DOWNES, 1997). Das MCH-induzierte pMAPK-Signal im
Western Blot sowie die CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion im Luciferase-Reportergen-Test
konnten mit den spezifischen PI3-K-Inhibitoren Ly 294002 (VLAHOS efal, 1994) und
Wortmannin (POWIS et al., 1994) nicht inhibiert werden. Eine Beteiligung der PI-3-Kinase an
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der Ggy-Protein gekoppelten MAPK-Aktivierung konnte in CHO-CRE-SLC 1 Zellen nicht
nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

3.3.4. cAMP/PKA-induzierte Aktivierung von MAPK

Eine Aktivierung oder Inaktivierung der MAP Kinase-Kaskade durch oGPCRs kann iiber den
cAMP/Proteinkinase A Signalweg reguliert werden (HOUSLAY & KOLCH, 2000; STORK &
ScHMITT; 2002). Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, wurde bei gleichzeitiger Stimulation von
MCH und Forskolin eine Verstirkung der Bildung von pMAPK detektiert. Diese
stimulatorische Wirkung zeigte sich noch deutlicher bei planimetrischer Auswertung der
pMAPK-Banden. Die erhohte Bildung von pMAPK ist in Abbildung 24 deutlich
festzustellen.

MCH/
Kontrolle MCH Forskolin  Forskolin
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Abbildung 23:
Western Blot mit spezifischen Antikérpern gegen Phospho-p42/44 MAP Kinase.
CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden mit 5x 10’ M MCH und 5x 10" M Forskolin als
Einzelstimulationen und MCH/Forskolin als Kostimulation (Endkonzentration jeweils
5x 107 M) fiir 60 min inkubiert. p44: p44 MAPK, p42: p42 MAPK, ERK: extrazellulir
aktivierte Proteinkinase.
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Abbildung 24: Planimetrische Auswertung der pMAPK-Signalstirke. Die Kostimulation von MCH mit
Forskolin (MCH + Fsk) fithrt zu einer Verstirkung der pMAPK-Signalstirke im
Vergleich zur MCH-Einzelstimulation. Die Signifikanz ist bezogen auf die Stimulation
mit MCH. Fsk: Forskolin.
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Moglicherweise flihrte in CHO-CRE-SLC 1 Zellen die Forskolin-induzierte Stimulation der
PKA indirekt zu einer Verstirkung der MAPK-Signalkaskade, die sich bet MCH/Forskolin

Kostimulation in einem in einem erhdhten pMAPK-Signal wiederspiegelte.

3.3.5. Untersuchung der pCREB-induzierten Aktivierung des
CRE-Promotor-Konstrukts

PKA oder MAPK abhéngige Promotor-Aktivititen werden in vielen Féllen durch den
Transkriptionsfaktor CREB vermittelt. In Abbildung 25 ist der immunologische Nachweis der
Phosphorylierung von CREB (2.7.3) in CHO-CRE-SLC 1 Zellen durch Stimulation mit MCH
[5% 107" M] und Forskolin [5x 107 M] sowie die Kostimulation von beiden Agentien
dargestellt.

MCH /
MEM alpha MCH Forskolin ~ Forskolin
pCREB - . s

ATF 1
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Abbildung 25: Western Blot mit spezifischen Antikorpern gegen phosphoryliertes ,,cAMP-response-
element binding protein“ (pCREB). CHO-CRE-SLC 1 Zellen wurden fiir 60 min mit
MCH [5x 107’ M], Forskolin [5 % 107 M] oder beiden Stimulatoren inkubiert. ATF 1:
Activating Transcription Factor 1.

In der Kontrolle mit MEM alpha Medium wurden schwache pCREB-Singnale detektiert. Das
durch MCH-Stimulation hervorgerufene pCREB-Signal war im Vergleich zur Kontrolle
stairker. Bei Stimulation mit Forskolin erschienen erwartungsgemiss deutliche pCREB-
Banden. Weiterhin ist erkennbar, dass eine Kostimulation von MCH mit Forskolin im
Vergleich zur Forskolin-Einzelstimulation zu einem schwécheren pCREB-Signal fiihrte. Fiir
eine bessere Vergleichbarkeit stimulatorischer und inhibitorischer Effekte wurden die
pCREB-Signale aus Abbildung 25 planimetrisch ausgewertet (2.1.8). Dabei wurden die
einzelnen pCREB-Signale der Agentien aus Abbildung 25 jeweils als eine Flache berechnet
und der Mittelwert = SD in Abbildung 26 als Balkendiagramm dargestellt. Das stérkere
pCREB-Signal bei Stimulation mit MCH im Vergleich zur MEM alpha-Kontrolle ist in der
graphischen Darstellung deutlich zu erkennen. Die Ergebnisse implizieren eine Beteiligung
von pCREB an der Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts. Die Hemmung des pCREB-
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Signales bei MCH/Forskolin-Kostimulation im Vergleich zur Forskolin-Einzelstimulation
bestétigte die Untersuchungen zur Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Produktion im
Luciferase-Reportergen-Test (Abb. 13).
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Abbildung 26: Planimetrische Auswertung der pCREB-Signalstirke. Graphische Darstellung der
pCREB-Signale aus Abbildung 25 berechnet mit der Software QuantiScan (2.1.8).
Gezeigt sind die Einzelstimulationen von Forskolin (Fsk) [5%107M] und MCH
[5 x 107 M], beide Agentien kostimuliert (MCH + FSK) sowie die MEM alpha Medium-
Kontrolle. Die Signifikanzen sind mit a bezogen auf die Kontrolle mit MEM alpha
Medium und b bezogen auf die Stimulation mit Forskolin angegeben.

3.3.5.1. Beteiligung von MAPK an der Phosphorylierung von CREB

Die Aktivierung von CREB durch die Phosphorylierung am Serin-133 kann auch iiber die
MAPK erfolgen (SHAYWITZ & GREENBERG, 1999). Untersucht man den inhibitorischen
Effekt von PD 98059 im Luciferase-Reportergen-Test, so liess sich feststellen, dass es zur
Inhibition der MCH-vermittelten CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion kam. In Abbildung 27
sind die Ergebnisse dargestellt. CHO-CRE-SLC 1 Zellen wurden 30 min mit PD 98059
[10° M] inkubiert und danach MCH (Abb.27A) bzw. Forskolin (Abb.27B), in einer
Endkonzentration von 10° M, zugegeben. Abbildung 27C zeigt den inhibitorischen Effekt
von PD 98059 auf die MCH- bzw. Forskolin-Stimulation in Prozent. Die Einzelstimulationen
von MCH und Forskolin wurden als 100 % definiert. Die Inkubation mit PD 98059 und
anschliessende Stimulation mit MCH (Abb. 27C/o) fiihrte zu einer 35 %igen Hemmung der
MCH-induzierten — Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts bezogen auf die
Einzelstimulation mit MCH (Abb. 27C/a). Bei Forskolin kam es zu einer 10 %igen Inhibition
des emittierten Lichts (Abb.27C/B) bezogen auf die Einzelstimulation mit Forskolin
(Abb. 27C/b). Moglicherweise ist die MEK1 auch bei der Signaltransduktion von Forskolin in
den CHO-CRE-SLC 1 Zellen beteiligt. Die Verringerung der MCH-induzierten Aktivitét des
CRE-Promotor-Konstrukts durch die Inhibition der MEK1 mit PD 98059 deuten auf die
Beteiligung der MAPK an der Phosphorylierung von CREB hin.
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Abbildung 27: Inhibition der MEK durch PD 98059 im Luciferase-Reportergen-Test. CHO-CRE-
SLC 1 Zellen wurden mit PD 98059 [10”° M] fiir 30 min inkubiert. Anschliefend erfolgte
die Zugabe von MCH (A) bzw. Forskolin (B) in der Endkonzentration von jeweils
10 M. C: Die Stimulationen von MCH (a) und Forskolin (b) sind als 100 % gesetzt. Die
parallele Inkubation von MCH/PD 98059 bezieht sich auf die Einzelstimulation mit
MCH, entsprechend bezieht sich Fsk/PD 98059 auf Forskolin. Die Signifikanzen (o, )
sind jeweils bezogen auf die Einzelstimulationen (a, b). Fsk: Forskolin.

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde die Phosphorylierung von CREB immunologisch
untersucht. CHO-CRE-SLC 1 Zellen wurden vor der Stimulation mit MCH [3 x 10”7 M] mit
5% 10° M PD 98059 vorinkubiert. Dabei liess sich in der Immunoblot Analyse mit pCREB-
Antikorpern eine Verringerung der pCREB-Signalstirke nicht detektieren (nicht gezeigt). Der
direkte Nachweis der Beteiligung von MAPK an der Phosphorylierung von CREB war nicht

moglich.

Es wurde daher im weiteren untersucht, ob andere Substrate oder Transkriptionsfaktoren an
der Aktivierung von CREB bzw. der CRE-Elemente im Promotor des Luciferase-

Reportergens beteiligt sind.
3.3.5.2. Involvierung Ca®"/Calmodulin-Kinase an der Aktivierung von CREB

Die signalvermittelnde Funktion von Ca’" wird in vielen Signalketten in Form des
Ca”"/Calmodulin-Komplexes ausgeiibt, der an spezifische Effektorproteine bindet. Zu diesen
gehdren die Ca’"/Calmodulin-abhingigen Proteinkinasen (CaM-K). Ein Substrat der
CaM-Kinasen ist unter anderem auch CREB (BRAUN und SCHULMAN, 1995). Die Inhibition
der CaM-KII durch den spezifischen Inhibitor KN-62 (2.3.4) filihrte im Luciferase-
Reportergen-Test zu keiner Verringerung der MCH-induzierten Reportergen-Aktivitit. Eine
Beteiligung der CaM-KII an der Transkriptionskontrolle des CRE-Promotor-Konstrukts

konnte also nicht nachgewiesen werden.
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3.3.5.3. Beteiligung von C/EBP an derAktivierung des CRE-Promotor-Konstukts

Die palindromische Konsensusequenz des Transkriptionselements CRE dient in Promotoren
als typische Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor CREB. Dariiberhinaus kann aber
auch das ,,CCAAT-enhancer binding protein“ (C/EBP) an das CRE-Element binden
(ROESLER, 2000). Untersuchungen mit spezifischen Antikorpern fiir C/EBP B (2.7.3) fiihrten
in CHO-CRE-SCL 1 Zellen bei Stimulation mit MCH in steigenden Konzentrationen
[3x10” bis 3 x 107 M] zu keinen C/EBP-spezifischen Signalen (nicht gezeigt). C/EBP B

konnte als Transkriptionsfaktor fiir das CRE-Promotor-Konstrukt nicht nachgewiesen werden.

3.3.6. Interaktion zwischen pMAPK und p38 Kaskaden

Zwischen den verschiedenen MAP Kinase-Signaltransduktionswegen MAPK, p38 sowie JNK
bestehen zahlreiche Verbindungen, durch die gegenseitige positive oder negative
Regulationen erfolgen (SINGH ef al., 1999). SB 203580 ist ein spezifischer Inhibitor der p38
(BORSCH-HAUBOLD ef al,, 1998). Hemmt man die p38 mit SB 203580, so kam es nach
Stimulation mit MCH zur Inhibition der Phosphorylierung von MAPK (Abb. 28). Dieser
inhibitorische Effekt fiihrte zu einer Verringerung des p42-Signals, wéihrend das p44-Signal

gar nicht mehr detektierbar war.

SB 203580 MEM
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Abbildung 28: Western Blot mit phosphospezifischen Antikérpern fiir Phospho-p42/44 MAP Kinase.
CHO-CRE-SLC 1-Zellen wurden fiir 30 min mit 10°M SB 203580 inkubiert und
anschlieBend fiir weitere 60 min mit 3x 10" M MCH stimuliert. SB 203580 ist ein
spezifischer Inhibitor der p38. p44: p44 MAPK, p42: p42 MAPK, ERK: extrazellulir
aktivierte Proteinkinase.

In CHO-CRE-SLC 1-Zellen scheint zwischen der Signaltransduktion der MAPK- und der
p38-Kaskade eine Wechselbeziehung zu bestehen.
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4. Diskussion

4.1. Spezifitit des ,,Screening“-Systems

Mit der in dieser Arbeit verwendeten ,,Orphan Rezeptor Strategie® zur Identifizierung von
Liganden fiir G-Protein-gekoppelte Orphan Rezeptoren (oGPCR) (WILSON efal., 1998;
CIVELLI et al, 2001) sollten spezifische endogene Liganden fiir die Orphan Rezeptoren
GPR 7, GPR 8, PNR und p40 isoliert werden. Mit dieser Strategie konnten unbekannte
Peptide wie beispielsweise Orphanin FQ (REINSCHEID ef al., 1995), Orexin (SAKURALI ef al.,
1998) oder Ghrelin (KOJIMA et al., 1999) aber auch bereits bekannte Peptide wie Melanin
concentrating hormone (MCH) (BACHNER et al., 1999; CHAMBERS et al., 1999; SAITO et al.,
1999), Urotensin II (AMES et al., 1999), Motilin (FEIGHNER et al., 1999) oder Neuromedin U
(SZEKERES et al., 2000) den zugehorige oGPCR zugeordnet werden. Voraussetzungen fiir die
Durchfiihrung des Ansatzes sind ein stabiles Testsystem zur Detektion der
Rezeptoraktivierung (WILSON et al., 1998) sowie qualitativ hochwertige Gewebeextrakte oder
Substanzbanken (HOWARD et al.,, 2001). In dem Testsystem zur Identifizierung biologisch
aktiver Substanzen wurden CHO-Zellen verwendet, die neben den transfizierten GPR 7-,
GPR 8-, PNR- und p40-Rezeptoren zusitzlich ein Luciferase-Reportergen, mit
vorgeschaltetem CRE-Promotor-Konstrukt, enthielten. Ziel dieses Tests war stimulatorisch
wirkende Liganden luminometrisch zu detektierten. Die Bindung eines Liganden hat eine
Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration zur Folge, die iiber die PKA zur
Phosphorylierung des des Transkriptionsfaktors CREB fiihrt. pCREB aktiviert durch Bindung
an das CRE-Promotor-Konstrukt die Transkription des Luciferase-Reportergens. Aus der
vermehrten Bildung des Enzyms Luciferase in den Zellen resultierte nach Gabe des Substrates
Luciferin eine Erhohung des emittierten Lichts (CHEN ef al., 1995; SILVERMAN et al., 1998;
HSU et al, 2000). Die Applikation von Peptid/Substanzbankfraktionen, die potentieller
Liganden enthalten, kann eine Erh6hung der intrazelluliren cAMP-Konzentration induzieren,
wodurch Liganden detektiert werden. Es wurde somit ein Lumineszenz-Test-System etabliert,
welches die Moglichkeit bot auf direktem Wege Gg-gekoppelte oGPCRs auf Rezeptor-
Aktivierung zu untersuchen. Dies bot eine Alternative zu der Methode von OFFERMANNS und
SIMON (1995), die Signalleitung von Gos-gekoppelten Rezeptoren iiber eine Kotransfektion
mit Goe an die Phospholipase C zu leiten. Beispielsweise binden die GPCRs Dopamine D3,
Angiotensin AT,, Somatostatin SST;, Melatonin MT)., muskarinerger Acetylcholin M;- und
Tachykinin NK,-Rezeptoren, oa-, oyp- und o;c-Adrenorezeptoren sowie die Chemokin-
Rezeptoren CCR1 und CCR2 mit ihren jeweiligen bekannten Liganden nicht oder nur sehr
schwach an Goyg (MILLIGAN ef al.,, 1996; LEE et al., 1998; MARCHESE et al., 1999; MoDY
et al., 2000). Die Kopplung iiber Gy fiihrt nicht in jedem Fall zur Detektion von Liganden
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fiir Gs-gekoppelte Orphan Rezeptoren und ist daher keine universelle Methode fiir ein
stimulatorisches Liganden-Screening (KOSTENIS, 2001).

Durch Northern Blot-Analysen zur Uberpriifung der Expression der Rezeptor-Gene der
selektierten CHO-CRE-Zellen zeigte sich, dass nicht alle Einzelklone die entspechenden
Gene transkribierten. In diesen Einzelklonen wurde das resistenzvermittelnde Gen korrekt
insertiert und transkribiert, da eine Selektion und Isolierung dieser Einzelklone sonst nicht
moglich gewesen wire. Es ist jedoch moglich, dass durch Rekombinationsereignisse die
Rezeptor-Gene unvollstindig oder in heterochromatischen Regionen des Genoms insertiert
worden sind und nicht, oder nur unvollstdndig, abgelesen wurden. Bei stabilen Transfektionen
kann Fremd-DNA theoretisch beliebig oft und an jedem Ort des Genoms insertiert werden,
was zu unterschiedlich starker Expression fiithren kann. Die Einbringung Orphan Rezeptor
tragender Plasmide in die CHO-CRE-Zellen kann daher auch das bereits im Genom insertierte
Luciferase-Reportergen-Konstrukt beeinflussen. Dies erklart moglicherweise die unter-
schiedliche Responsivitit der CHO-CRE-Orphan Rezeptor-Einzelklone im Luciferase-
Reportergen-Test auf die Stimulation mit Forskolin.

Die Untersuchung der generierten Einzelklone mittels Northern Blot gibt lediglich Auskunft
iiber das Vorkommen von mRNA-Transkripten der eingebrachten Fremd-DNA in den Zellen.
Eine Untersuchung auf Proteinebene sowie eine fiir die Funktionalitit notwendige
plasmamembranstindige Anordnung der Rezeptoren hitte proteinchemische Untersuchungen

mit entsprechenden Antikorpern oder markierte Liganden erfordert.

Erschwert wird die Suche nach Liganden fiir oGPCRs durch die Expression endogener
Rezeptoren in den CHO-CRE-Zellen. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren fiihrt zu falsch
positiven Ergebnissen, die durch den Vergleich zwischen verschiedenen Orphan Rezeptor-
tragenden CHO-CRE-Zellen validiert werden konnten. Es wurden immer verschiedene
Orphan Rezeptor tragende Zellinien parallel auf CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion in den
verwendeten Peptidbanken untersucht. Kam es dabei zu einer Erhdhung der emittierten
Lichtmenge in mehr als einer Zellinie, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich um ein
Signal handelte, welches durch einen endogen exprimierten Rezeptor ausgeldst wurde. Eine
weitere Schwierigkeit in der Suchen nach Liganden besteht in der Detektion von spezifischen
biologisch aktiven Substanzen, die nur in geringen Konzentrationen in der zu untersuchenden
Peptidbank vorliegen und deren Signale von unspezifischen Signalen iiberdeckt werden. In
solch einem Fall kann versucht werden, die spezifischen aktivierenden Substanzen

chromatographisch von den unspezifischen zu trennen.

Um fiir die Suche nach Orphan Rezeptor aktivierenden Liganden moglichst optimale
Voraussetzungen zu gewéhrleisten, ist die Auswahl der zu untersuchenden Peptidbidnke ein

wichtiges Kriterium. Durch die Kenntnis der gewebespezifischen Expression der zu
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untersuchenden Orphan Rezeptoren kann eine entsprechende Peptidbank ausgewdéhlt werden.
PNR zeigt eine spezifische mRNA-Expression in verschiedenen Regionen des Gehirns und
im Skelettmuskel (Zeng et al, 1998), wihrend p40 vor allem im Gehirn, aber auch im
Riickenmark, Testis, Epithelzellen, Thymocyten, Megakaryozyten und Makrophagen
exprimiert wird (Mayer et al., 1998; BAUER et al., 2000). Analysen von GPR 7 und GPR 8§
dokumentieren eine Expression in verschiedenen Regionen des Gehirns sowie in einzelnen
Organen des urogenital, respiratorischen, gastrointestinal Systems (O'DOWD et al., 1995;
BREZILLON et al., 2002). Aufgrund dieser Expressionsmuster lag es nahe, aus Gehirngewebe
etablierte Peptidbdnke zu verwenden. Um die Moglichkeit der Aktivierung der Rezeptoren
iiber endokrine Mechanismen zu beriicksichtigen, wurde eine Hamofiltrat-Peptidbank im
Screening eingesetzt, in der Peptidhormone in dhnlichen Konzentrationen wie im Blustplasma
enthalten sind (SCHEPKY et al., 1994).

4.2. Reinigung CRE-Promotor-Konstrukt induzierender Substanzen
fiir GPR 8

Das Screening von Peptidbanken, synthetischen Banken oder ,,phage libraries® ist eine
Methode Rezeptorliganden zu identifizieren. Einige Publikationen legen nahe, dass die
Isolierung von Liganden aus Gewebehomogenaten moglich ist (REINSCHEID ef al, 1995;
CHAMBERS et al.,1999; XU et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten fiir GPR 8 in der Stammhirn-Peptidbank vom Schwein
CRE-Promotor-Konstrukt-induzierende Substanzen in den pH-Pools 1, 2 und 3 detektiert
werden. Es wurde mit einer fiinf Chromatographieschritte umfassenden Reinigungsstrategie
versucht, aus 29 kg Stammhirn vom Schwein die biologisch aktiven Substanzen soweit von
inaktiven zu trennen, um eine Reindarstellung und nachfolgende Identifizierung zu
ermdglichen. Nach der fiinften Reinigungsstufe konnten keine CRE-Promotor-Konstrukt-
induzierenden Substanzen mehr detektiert werden, so dass eine Identifizierung der
stimulatorisch wirkenden Substanzen fiir GPR 8 nicht moglich war. Es ist nicht
auszuschlieen, dass die Menge des eingesetzten Stammhirnmaterials zu gering war und
dadurch die Konzentration der stimulatorisch wirkenden Substanzen in der Peptidbank fiir
eine Reindarstellung nicht ausgereicht hat. Das daraufhin durchgefiihrte primére Screening
der Peptidbanken aus Gesamthirn vom Schwein und Hamofiltrat fiihrte nicht zur Detektion
CRE-Promotor-Konstrukt-induzierender Substanzen. In der Préparation der Gehirne vom
Schwein fiir die Stammhirn-Peptidbank wurde das Diencephalon, die Medulla oblongata und
der Hypothalamus, der Hauptexpressionsort von GPR 7 und 8, als Ausgangsmaterial
verwendet (miindl. Mitteilung PD Dr. E. Maronde). Moglicherweise sind aufgrund des

Verdiinnungseffektes des Gesamtgehirngewebes die CRE-Promotor-Konstukt aktivierenden
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Substanzen in der Gesamthirn-Peptidbank zu gering konzentriert und konnten daher nicht

mehr detektiert werden.

4.2.1. Identifizierung von NPW als Ligand fiir GPR 7 und GPR 8

In den Publikationen von FuUJII ef al. (2002), SHIMOMURA et al. (2002), und BREZILLON et al.
(2002), die im Verlauf dieser Arbeit veroffentlicht wurden, ist ein natiirlicher Ligand fiir
GPR 7 und GPR 8 identifiziert worden. Die als Neuropeptid B23 (NPB23) (Fuji et al., 2002),
hL7, hL7C, hL8 und hL8C (BREZILLON ef al., 2002), Neuropeptid W23 (NPW23) sowie
Neuropeptid W30 (NPW30) (SHIMOMURA efal., 2002) publizierten Sequenzen besitzen
untereinander grosse Homologien. hL8 und NPW23, hL8C und NPW30 sind zu 100 %
identisch, wihrend das hL7 und hL7C mit NPB23 iibereinstimmen. In Tabelle 18 sind die

Aminosduresequenzen der isolierten Liganden dargestellt.

Tabelle 18: Sequenzvergleich der publizierten Liganden fiir GPR 7 und GPR 8

NPB23 Fustet al. (2002)

hL7
hL7C
hL8
hL8C

BREZILLON et al. (2002)

NPW23
NPW30

SHIMOMURA et al. (2002)

BREZILLON et al. (2002) identifizierten durch Sequenzvergleich des L8-Peptides in humanen
Genom- und EST-Datenbanken ein humanes, fiir die Liganden kodierendes Gen und dessen
Homolog in der Maus. Die vier biologisch aktiven Peptide gehen moglicherweise durch
unterschiedliche Prozessierung aus dem 125 Aminosduren grossen humanen Vorlauferpeptid
hervor. Sie zeigen alle einen inhibitorischen Effekt auf die Forskolin-stimulierte Produktion
von cAMP, was auf eine Signalweiterleitung nach Ligandenkopplung iiber ein inhibitorisches
G;j-Protein hinweist (Full et al., 2002; SHIMOMURA et al., 2002; BREZILLON et al., 2002). In
der Publikation SHIMOMURA ef al. (2002) wurde eine Hemmung der Forskolin-induzierten
cAMP-Produktion durch NPW23 (= hLS8) in GPR 7-exprimierenden CHO-Zellen mit einer
ECsp von 0,178 = 0,007 nM nachgewiesen, wéhrend Brezillon et al. (2002) fiir hL8 einen
hoheren ECso-Wert von 0,42 + 0,09 nM publiziert. Nach SHIMOMURA et al. (2002) aktivieren
NPW23 und NPW30 die Rezeptoren GPR 7 und GPR 8 in #hnlichen Konzentrationen.
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Dagegen hat BREZILLON ef al. (2002) fiir die Bindung und Aktivierung von GPR 7 und 8 mit
hL7, hL7C, hL8 und hL8C grossere Unterschiede in den jeweiligen Konzentrationen
feststellen konnen. Eine i.c.V. Applikation von NPW23 in Ratten fiihrte zu erhohter
Nahrungsaufnahme und stimulierte die Ausschiittung von Prolactin (SHIMOMURA ef al.,
2002).

Da in der vorliegenden Arbeit ein stimulatorischer Biotest fiir das Screening von
Peptidbanken durchgefiihrt wurde, war eine Identifizierung des natiirlichen Liganden mit dem
verwendeten Testansatz nicht moglich. Eine Vorhersage, welcher der mdglichen
Signaltransduktionswege letztendlich nach Rezeptoraktivierung aktiviert wird, ist oftmals
nicht moglich. Die Struktur der Rezeptoren ldsst nicht immer Voraussagen zu, welches
G-Protein und welcher Signaltransduktionsweg durch den Rezeptor aktiviert wird
(FITZGERALD et al.,, 1999). Mit dem exprimierenden Einzelklon 3-1 von GPR 7 wurde nach
Vorstimulation mit Forskolin die inhibitorische Wirkung von synthetisch hergestelltem
NPW23 (SHIMOMURA et al., 2002) (= hL8; BREZILLON et al., 2002) untersucht. NPW23
zeigte einen signifikanten inhibitorischen Effekt in CHO-CRE-GPR 7 EK 3-1-Zellen auf die
Forskolin-stimulierte Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts im Luciferase-Reportergen-
Test (ECsonpw2z 229 nM) (Abb. 10). Diese Untersuchungen zeigen, dass NPW23 als
natiirlicher Ligand fir GPR 7 mit dem Luciferase-Reportergen-Test hitte detektiert werden
konnen, vorausgesetzt es wére ein inhibitorisches Screening durchgefiihrt worden. Dies hitte
eine Vorstimulation des CRE-Promotor-Konstrukts mit Forskolin vor der Inkubation mit den
zu untersuchenden Substanzen erfordert. Um den von SHIMOMURA et al. (2002) und
BREZILLON efal. (2002) publizierten inhibitorischen Effekt von NPW23/hL8 auf die
Forskolin-induzierte Produktion von cAMP im nanomolaren Bereich nachweisen zu konnen,
wire eine Optimierung des inhibitorischen Screeningsystems mit dem Luciferase-
Reportergen-Test notwendig gewesen. Die inhibitorische Wirkung von NPW23 konnte mit

unserem System erst im mikromolaren Bereich gezeigt werden (Abb. 10).

4.2.2. Klassifizierung von p40 und PNR in nicht GPCR Membranprotein-
Familien

Im Verlauf dieser Arbeit wurden die Zugehorigkeit von p40 und PNR zu anderen
Membranprotein-Familien publiziert (BAUER etal., 2000; BOROWSKY etal, 2001).
Strukturelle Untersuchungen zeigten, dass p40 sieben hydrophobe Doménen mit o-helicalen
Transmembranstrukturen besitzt, die aber keine signifikanten Ahnlichkeiten mit oGPCRs
aufweisen (Bauer ef al, 2000). p40 wurde als ein peripheres Membranprotein klassifiziert,
dessen sieben hydrophobe Doménen grosse Homologie zu den prokaryotischen peptid-
modifizierenden Enzymen LanC (Lantibiotic Synthetase Component C-Proteinen) und LanM

(Bauer et al., 2000) besitzen. Die Ahnlichkeit mit der LanC-Familie lidsst vermuten, dass p40



Diskussion 91

moglicherweise ein Rolle bei der Modifikation von humanen Peptiden spielt (Bauer et al.,
2000). Die Zuordnung von p40 in eine nicht GPCR Membranproteinfamilie wére ein
Erkldrung, warum in den initialen Screenings der Peptidbanken keine p40-spezifischen CRE-

Promotor-Konstrukt-aktivierenden Substanzen detektiert werden konnten.

In der Publikation von BOROWSKY ef al. (2001) wurde PNR zu der Familie der Trace Amin-
Rezeptoren (Spuren-Amin-Rezeptoren), wie beispielsweise rTAR1 (rat trace amin receptor 1;
BuNzow et al., 2001), zugeordnet. Trace Amine fungieren in Wirbellosen als Neuro-
transmitter. In den Geweben von Sidugetieren sind sie nur in geringen Konzentrationen
(<100 ng/g Gewebe) vorhanden. Sie entstehen wahrscheinlich als Nebenprodukte bei der
Synthese aminer Neurotransmitter, wie Katecholaminen oder Serotonin, mit denen sie
strukturell verwandt sind (NGUYEN & JUORIO, 1998). Zusitzlich zu der geringen
Konzentration im Gewebe besitzen die Trace Amine als Liganden der TA-Rezeptoren eine
sehr geringe Halbwertszeit (NGUYEN & JUORIO, 1998). Die Identifizierung eines Liganden fiir
PNR aus Peptidbanken erscheint nach dem Stand der Literatur schwierig, da im
Gesamtgewebeextrakt die Konzentration des Liganden sehr niedrig bzw. zum Zeitpunkt der

Gewebepréparation nicht mehr vollstindig vorhanden und somit schwer detektierbar ist.

4.3. Charakterisierung der Signaltransduktionswege des MCH-Rezeptors

Untersuchungen von HAWES et al. (2000) beschreiben die Signaltransduktion des ,,melanin-
concentrating hormone* (MCH) Rezeptors iiber eine Kopplung an verschiedene G-Proteine.
Die Autoren stellten in vitro einen Anstieg des Phosphoinositol-Metabolismus sowie einen
Anstieg des freien intracellularen Ca*"-Spiegels durch die Stimulation von CHO-Zellen, die
den SLC 1-Rezeptor exprimierten, mit MCH fest. In der vorliegenden Arbeit wurden diese
Ergebnisse zum Teil bestitigt. Dariiberhinaus konnte erstmalig eine Beteiligung des ,,CRE
binding protein“ (CREB) an der Signalweiterleitung des SLC 1-Rezeptors nach MCH-

Bindung nachgewiesen werden.

4.3.1. Involvierung stimulatorischer und inhibitorischer G-Proteine an der
Signalweiterleitung des SL.C 1-Rezeptors

Die enzymatische Aktivitdt der Adenylat-Cyclase (AC) wird durch die GTP-gebundene Form
der o-Untereinheit stimulatorischer G-Proteine (Gs) aktiviert. Dariiber hinaus kann sie durch
das Diterpen Forskolin stimuliert werden (DE SOUZA ef al., 1983). Aus der Aktivierung der
AC resultiert eine erhohte cAMP-Produktion. Die ausgehend von dem ,,second messenger*
cAMP eingeleiteten biologischen Prozesse werden von der PKA {iber Phosphorylierung von
CREB an das ,,cAMP-response element™ (CRE) weitergeleitet (TAYLOR ef al.,, 1990). Die in

dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigen, dass sowohl MCH als auch Forskolin zu
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einer konzentrationsabhidngigen FErhohung der Luciferase-Reportergen-Aktivitit durch
Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts fiihren (Abb. 11). Mit dem pharmakologischen
PKA-Inhibitor Rp-8-CPT-cAMPS (Abb. 12) konnte bei Stimulation mit Forskolin die
Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts zu 41 % inhibiert werden. Weiterhin zeigte sich,
dass Rp-8-CPT-cAMPS auch die MCH-vermittelte Induktion um 27 % reduzierte. Rp-8-CPT-
cAMPS zeigte in MEM alpha Medium eine Verringerung der basalen CRE-Promotor-
Konstrukt-Aktivitdt (Abb. 12A/B), die durch eine Hemmung der PKA-Grundaktivitdt in den
Zellen durch das Rp-8-cAMPS-Isomer verursacht wird (GJERTSEN et al, 1995). Diese
Befunde implizieren entgegen der bereits von CHAMBERS ef al. (1999), SAITO et al. (1999)
und HAWES et al. (2000) publizierten Ergebnissen, dass in der Signalweiterleitung in CHO-
CRE-SLC 1-Zellen nach Rezeptoraktivierung durch MCH auch Gs-Proteine involviert sind.

CHAMBERS et al. (1999), SAITO efal. (1999) und HAWES efal. (2000) beschreiben eine
Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Produktion durch MCH, verursacht durch die
Kopplung des SLC 1-Rezeptors an Pertussistoxin sensitive Gj/Go-Proteine. Dieser
inhibitorische Effekt von MCH liess sich mit dem Luciferase-Reportergen-Test bestitigen
(Abb. 13A). Allerdings war es dazu erforderlich, die Inkubationszeit von MCH und Forskolin
im Luciferase-Reportergen-Tests zu verkiirzen. Inkubationszeiten von 4 h fiihrten, aufgrund
der dauerhaften Stimulation von Forskolin, zu einer Uberlagerung des inhibitorischen Effekts
von MCH (Abb. 11A). Dieser inhibitorische Effekt wurde auch immunologisch mit pCREB-
Antikorpern nachgewiesen. Bei Kostimulation von MCH/Forskolin kommt es im Vergleich
zur Forskolin-Einzelstimulation (Abb.25 und 26) zu einer signifikanten Hemmung
(Abb. 26, b) des pCREB-Signals. Dies zeigt, dass auch auf der Ebene der Transkriptions-
faktoren die inhibierende Wirkung von MCH auf die Forskolin-stimulierte cAMP-Produktion,
und die damit einhergehende verringerte CREB-Phosphorylierung, detektierbar war. Es kann
vermutet werden, dass es zu einer simultanen Kopplung an zwei G-Proteine (G und Gj) mit
gegensdtzlichen Effekten kommt. Diese Vermutung wurde durch die Blockierung der Gi/Gy-
Signalleitung mit Pertussistoxin bestdtigt. Dabei lassen die deutlich hoéheren emittierten
Lichtmengen (Abb. 14) darauf schliessen, dass es durch den Ausfall der Gi/Gy-gekoppelten
Signalleitung zu einer verstiarkten Signaltransduktion des MCH-Rezeptors iiber Gs-Proteine
kam (vgl. COMMUNI ef al., 2001).

Es ist anzunehmen, dass es auch bei der durch Forskolin-Stimulation bedingten Aktivierung
des AC/PKA-Signaltransduktionsweges zu einem desensitivierend wirkenden Riick-
kopplungsmechanismus kommt. Dieser konnte dann zu einer Deaktivierung der Gg-Proteine
fihren. Bei Kostimulation von MCH und Forskolin stinden die Gg-Proteine nicht zur
Verfligung und wiirde die Gj-Protein-Kopplungs-bedingte Hemmung der Forskolin-
induzierten CRE-Promotor-Konstukt Aktivitit erklaren.



Diskussion 93

4.3.2. Phosphoinositol/tid-Metabolismus-unabhingige Signaltransduktion
des MCH-Rezeptors in CHO-CRE-SLC 1-Zellen

Ausgehend von der MCH-induzierten Aktivierung des SLC 1-Rezeptors kann die Freisetzung
von Ca’" (Abb. 15) sowie die Phosphorylierung von MAPK (Abb. 18) iiber verschiedene
Signalwege erfolgen. Bei einer Kopplung an Gg- und Gi-Proteine mit nachfolgender
Aktivierung der jeweiligen Phospholipase C (PLC) B bzw. y wird IP; und DAG aus
Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat (PIP;) freigesetzt. IP; kann durch die Bindung an
zugeordnete Rezeptoren die Freisetzung von Ca’’ induzieren, wihrend DAG die PKC
stimuliert und damit die MAPK-Kaskade Ras-unabhédngig aktiviert (HAWES et al., 1996).
Desweiteren kann iiber Goy eine PKC-abhéngige MAPK-Aktivierung erfolgen (VAN BIESEN
et al., 1995B).

In den Untersuchungen zur Signaltransduktion des MCH-Rezeptors SLC 1 konnte Ca®" als
signalvermittelnder ,,second messenger* verifiziert werden (Abb. 15; CHAMBERS ef al., 1999;
SAITO et al., 1999; HAWES et al., 2000). Die niedrigste Konzentration, bei der im FLIPR bei
Stimulation des SLC 1-Rezeptors mit MCH ein signifikantes Ca®"-Signal detektiert werden
konnte, lag bei 3 x 10® M. Im Luciferase-Reportergen-Test lag die Konzentration, bei der
eine signifikante ErhShung der Luciferase-Aktivitit gemessen wurde, bei 10° M. Der
Luciferase-Reportergen-Test ist demnach um den Faktor drei empfindlicher als der FLIPR.
Somit scheint in diesem Zellsystem der Luciferase-Reportergen-Test gegeniiber dem FLIPR
das geeignetere Testsystem fiir ein oGPCR-Ligandenscreening dazustellen (vgl. KOSTENIS,
2001). Die signifikante Inhibition des Ca*"-Signales im FLIPR durch Pertussistoxin (Abb. 16)
bestétigte die bereits festgestellte Involvierung der Gi/Go-Proteine an der MCH-induzierten
Signalweiterleitung. Eine Verringerung des Ca’’-Signals durch Inhibition der PLC mit
U 73122 konnte in CHO-CRE-SLC 1 Zellen nicht gezeigt werden (Abb. 17A). Eine
Beteiligung von G- und GByi-Proteinen iiber PLC bzw. y und IP5 an der Ca’"-Freisetzung
war ebenfalls nicht festzustellen. Moglicherweise erfolgt die Ca®'-Freisetzung durch MCH-
Stimulation iiber eine Go-Protein Kopplung deren Mechanismen bisher nicht geklart sind (vgl.
HAWES et al., 2000).

Die Aktivierung der MAPK-Kaskade durch Stimulation des SLC 1-Rezeptors mit MCH
(HAWES et al., 2000) konnte bestdtigt werden (Abb. 18). Die Involvierung der MEK 1 an der
MAPK-Kaskade wurde mit dem MEKI1-Inhibitor PD 98059 nachgewiesen (Abb. 19). Eine
Beteiligung der PLC an der Signaliibertragung zur MAPK-Kaskade konnte dagegen nicht
eindeutig belegt werden. Eine Aktivierung des MAPK-Weges {iber Stimulation der PKC mit
PMA fiihrte zu einem p42 (ERK 2)-Signal (Abb. 20) (vgl. HAWES efal, 2000). Bei
Kostimulation von PMA und MCH war keine wesentliche Verstirkung des MAPK-Signals
erkennbar (Abb. 20). Mit den PKC-Inhibitoren Chelerythrin und Bisindolylmaleimide I
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(Abb. 21) kam es zu geringfiigiger Hemmung der PKC und damit des pMAPK-Signals. Die
von HAWES et al. (2000) publizierte Involvierung von Gg4-Proteinen, welche die Signale des
aktivierten SLC 1-Rezeptors an die MAPK-Kaskade leiten, konnte in der vorliegenden Arbeit

mit den verwendeten CHO-CRE-SLC 1-Zellen nicht nachgewiesen werden.

Die fast vollstindige Inhibition des pMAPK-Signals durch Pertussistoxin (Abb. 22) belegte
die Vermittlung der Signalleitung des MCH-Rezeptors zur MAPK-Kaskade iiber
Gi/Go-Protein-Kopplung. Eine mdgliche Beteiligung der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3-K) an der Regulation der GPY;-Protein-vermittelten MAPK-Aktivierung (RODRIGUEZ-
VICINIA et al. 1994; HAWES et al. 1996; TANG & DOWNES, 1997) konnte nicht festgestellt
werden. Mit LY 294002 und Wortmannin als spezifische Inhibitoren der PI3-K konnte keine
Inhibition der MAPK-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Da nach den vorliegenden
Ergebnissen von einer Beteiligung der PLC sowie PI3-Kinase nicht ausgegangen werden
kann, verlduft die Signalweiterleitung des MCH-Rezeptors in CHO-CRE-SLC 1-Zellen
wahrscheinlich einerseits direkt von der GPy-Untereinheit tiber das Ras-Protein sowie
andererseits von der Go,-Untereinheit iiber PKC zur Raf-Kinase und MAPK (Abb. 29)
(CRESPO et al., 1990; HAWES et al., 1995; LUTRELL ef al., 1996; HAWES et al., 2000).

4.3.3. Forskolin aktiviert die MAP Kinase 42/44-Kaskade

G-Protein gekoppelte Rezeptoren aktivieren die MAPK-Kaskade nicht nur iber Gy,
Ras-abhingige bzw. Gg-mediierte, PKC-abhéngige Signalweiterleitung, sondern kénnen auch
durch den cAMP/Proteinkinase A Signalweg vermittelt sein. Eine Gs-Rezeptor-gekoppelte
Regulation kann zellspezifisch aktivierend oder inaktivierend auf die MAPK-Kaskade wirken
(WEISSINGER et al., 1997). In CHO-CRE-SLC 1-Zellen kommt es bei Kostimulation von
MCH und Forskolin zu einer erhohten Phosphorylierung der MAPK, die sich in einem
verstarkten pMAPK-Signal wiederspiegelte (Abb. 23 und 24). Die PKA kann die MAPK-
Kaskade iiber zwei verschiedene Mechanismen aktivieren. In Untersuchungen mit dem ,,3,-
Adrenergic Receptor (B,-AR) fiihrte eine Gs-vermittelte Aktivierung der PKA zur
Phosphorylierung des P,-AR, wodurch der Rezeptor von Gs-Protein-Kopplung auf eine
Pertussistoxin-sensitive Gj-Protein-Kopplung wechselt und iiber die By-Untereinheit die
Ras/MAPK aktiviert (DAAKA et al., 1997, MAUDSLEY et al, 2000). In Zellen, die eine
zelltypspezifische Isoform von Raf, das sogennante B-Raf, exprimieren, flihrte die
Stimulation von ,-AR zu einer Aktivierung von MAPK die den Pertussistoxin-insensititven
Signalweg iiber Gy, PKA und Rap-1 beinhaltete (SCHMITT & STORK, 2000; STORK &
ScHMITT, 2002). In CHO-CRE-SLC 1-Zellen konnte durch die Gabe von Pertussistoxin die
MCH-induzierte MAPK-Phosphorylierung nicht vollstindig gehemmt werden (Abb. 22). Da
in der Kontrolle mit MEM alpha Medium keine pMAPK-Signale detektierbar waren, ist es
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moglich, dass das verbleibende pMAPK-Signal durch den Pertussistoxin-insensitiven
cAMP/PKA-Signalweg mediiert wurde.

4.3.4. Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts durch CREB

Sowohl PKA als auch MAPK vermittelte Signaltransduktion kann zur Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB fiihren. Das ,,CRE binding protein“ (CREB) ist ein
Transkriptionsfaktor, der spezifisch an CRE-Elemente bindet. Die Aktivierung von CREB
erfolgt durch die Phosphorylierung von Serin-133 durch die katalytische Untereinheit der
PKA. Serin-133 stellt aber auch ein Ziel fiir die Proteinkinase p90rsk dar, welches als Substrat
der ERK fungiert (SATO et al., 1997, SHAYWITZ & GREENBERG, 1999; HOUSLAY & KOLCH,
2000). Das in der Kontrolle mit MEM alpha Medium detektierte pCREB-Signal (Abb. 25)
kann auf die in Zellen vorhandene Basalaktivitit der PKA zurlickgefiihrt werden
(D@SKELAND et al., 1993; MOTZKUS et al., 2000). Bei Stimulation mit Forskolin liess sich ein
signifikantes pCREB-Signal (Abb. 26, a), bezogen auf die Kontrolle mit MEM alpha
Medium, detektieren. Das durch Stimulation mit MCH detektierbare pCREB-Signal (Abb. 25
und 26) war beim Vergleich mit MEM alpha Medium nicht signifikant. Eine Beteiligung der
pMAPK an der Phosphorylierung von CREB konnte durch die signifikante Verringerung der
MCH-induzierten CRE-Promotor-Konstrukt-Aktivitdt durch den MEK1-Inhibitor PD 98059
(Abb. 27¢, o) nachgewiesen werden (vgl. GREWAL et al., 2000). Der Effekt der Verringerung
der CRE-Promotor-Konstrukt-Induktion durch die Hemmung der MEK1 mit PD 98059
konnte immunologisch mit pCREB-Antikérpern nicht bestitigt werden. Eine beschriebene
signalvermittelnde Funktion von Ca’"/Calmodulin-abhingigen Proteinkinasen (CaM-K)
(BRAUN und SCHULMAN, 1995) und ,,CCAAT-enhancer binding protein“-beta (C/EBPJ)
(ROESLER, W.J., 2000) an der Transkriptionskontrolle des CRE-Promotor-Konstrukts wurde
ebenfalls nicht nachgewiesen. Tendenziell kann aber von einer Beteiligung von pCREB (oder
anderen Transkriptionsfaktoren) an der Induktion des CRE-Promotor-Konstrukts
ausgegangen werden. Die detektierbare Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts durch
MCH wird méglicherweise noch durch andere, mit CRE-Elementen interagierenden, Faktoren
verstarkt. Zu der CREB-Familie zéhlen die zwei Transkriptionsfaktoren CREM und ATF-1.
Beide besitzen eine einzelne Phosphorylierungsstelle fiir die Proteinkinase A. Andere
Arbeiten zeigen, dass auch diese Varianten fiir die Aktivierung der Transkription durch
pCREB verantwortlich sein konnen (BENBROCK & JONES, 1994; SHAYWITZ & GREENBERG,
1999). Weitere immunologische Untersuchungen wiren notwendig um zu zeigen inwieweit
diese, oder andere Transkriptionsfaktoren fiir die CRE-Promotor-Konstrukt-Aktivierung und

damit die detektierbare Luciferase-Aktivitit, relevant sind.
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4.3.5. Vernetzung zwischen p42/44 MAP Kinase- und p38 MAP Kinase-Kaskade

Neben der mitogenen Kinasekaskade (MAPK 42/44) bestehen zwei weitere
MAPK-Signaleinheiten (JNK, p38) die durch Faktoren, wie z.B. Hitzestress oder UV-
Strahlung, aktiviert werden (SHI & GAESTEL, 2002). Bekanntermassen bestehen zwischen den
verschiedenen Signaltransduktionswegen zahlreiche Vernetzungen, die auf allen Ebenen
erfolgen konnen (SINGH et al., 1999). Zwischen der durch MCH aktivierbaren MAPK-
Kaskade und dem p38-Siganltransduktionsweg besteht in CHO-CRE-SLC 1-Zellen
offensichtlich eine Verbindung. Die Phosphorylierung der MAPK kann durch spezifische
Inhibition der p38 mit SB 203580 gehemmt werden (Abb. 28). Es scheint eine regulierende
Wirkung der p38 zu bestehen. Um die Vernetzung der beiden Signaltransduktionskaskaden
aufzukldren, miissten genauere Untersuchungen zeigen inwieweit eine gegenseitige

Regulierung besteht und auf welchen Ebenen diese erfolgt.

Pertussis-
toxin
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Abbildung 29: Darstellung der Signaltransduktion nach Ligandenbindung am SLC 1-Rezeptor.
Abkiirzungen: SLC 1: Somatostatin-like receptor 1 (MCHR1); MCH: melanin concentrating
hormone; PKA : Proteinkinase A; o, B, y: Untereinheiten der G-Proteine, s: stimulatorisch,
i: inhibitorisch; AC: Adenylat Cyclase; MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; pMAPK:
phosphorylierte MAP Kinase; MEK1: MAP/ERK-Kinase; Ras: rat sarcoma-protein (= p21™);
p90rsk: 90-kDa ribosomal protein S6 kinase; CREB: CRE-Bindeprotein; Rp-8-CPT-cAMPS:
Rp-8-(4-Chlorophenylthio)-Adenosin-3’,5'-cyclic Monophosphorothionat (Inhibitor der PKA);
PD 98059: [2'-Amino-3'-methoxyflavone] (Inhibitor der MEK1).
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war die Isolierung funktionell aktiver Liganden fiir die Orphan
Rezeptoren GPR 7, GPR 8, PNR und p40 sowie die Charakterisierung der Signal-
transduktionsmechanismen. Mit Hilfe des SLC 1-Rezeptors und seinem Liganden MCH
wurde in einer CHO-Zellinie, die ein CRE-Element-reguliertes Luciferase-Reportergen trigt
(CHO-CRE), ein Luciferase-Reportergen-Test etabliert. Mit diesem Testsystem wurde ein
»Screening™ mit einer Stammhirn- und Gesamthirn-Peptidbank vom Schwein sowie einer
humanen Hémofiltratbank durchgefiihrt. Dabei wurden fiir den Orphan Rezeptor GPR 8 in
der Stammhirn-Peptidbank CRE-Promotor-Konstrukt aktivierende Substanzen detektiert. Ein
Grossteil der inaktiven Substanzen konnte iiber fiinf aufeinanderfolgende Chromatographie-
schritte von den Aktiven abgetrennt werden. Die Menge des eingesetzten Stammhirnmaterials
war moglicherweise zu gering, so dass die Konzentration der stimulatorisch wirkenden

Substanzen in der Peptidbank letztendlich fiir dessen Identifizierung nicht ausgereicht hat.

Dariiber hinaus wurden Untersuchungen zu den MCH-mediierten Signaltransduktions-
mechanismen des SLC 1-Rezeptors durchgefiihrt. In MCH-Stimulationsexperimenten wurde
mit einer Reihe von Methoden unter Verwendung pharmakologischer Inhibitoren die
Aktivierung verschiedener ,,second messengers™ und Proteinkinase-Kaskaden untersucht, um
die an der Signalweiterleitung beteiligten G-Proteine identifizieren zu konnen. Fiir die
detektierte Kalzium-Freisetzung war eine Beteiligung von G¢- bzw. GBy;-Proteinen iiber PLC
und IP; nicht festzustellen. Die Kalzium-Freisetzung sowie eine festgestellte PKC-induzierte
Phosphorylierung der p42/44 MAPK verlaufen moglicherweise iiber eine Aktivierung
Go-Proteinen, deren Mechanismen und Funktion in diesem Zusammenhang bisher ungeklart
sind. Eine Gs-vermittelte Signalweiterleitung iiber PKA fiihrte zur Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors CREB sowie zu einer konzentrationsabhéngigen Aktivierung des CRE-
Promotor-Konstrukts. Parallel zu diesem stimulatorischen Signaltransduktionsweg kommt es
tiber die Kopplung des SLC 1-Rezeptors an Ga;-Proteine zu inhibitorischen Effekten. Die
Go;-Protein mediierte Signaltransduktion des MCH-Signals flihrte zu einer nachweislichen
Verringerung einer Forskolin-induzierten Aktivierung des CRE-Promotor-Konstrukts sowie
der Phosphorylierung von CREB. Die Kopplung des SLC 1-Rezeptors an G;j-Proteine filihrte
weiterhin iiber die By-Untereinheit zur Aktivierung der p42/44 MAPK-Kaskade. Mit einem
inhibierenden Agenz konnte die Beteiligung der MAPK an der Aktivierung des CRE-
Promotor-Konstuktes festgestellt werden. Diese Analysen zeigten, dass die Phosphorylierung
von CREB durch positiv und negativ wirkende Signaltransduktionswege reguliert wird. Die
Kopplung des SLC 1-Rezeptors nach Stimulation mit MCH erfolgt in dem untersuchten
Zellsystem demnach iiber G- und Gi/Go-Proteine.
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