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I Zusammenfassung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bilden eine Superfamilie von plasmamembransténdigen
Proteinen. Die chemische Vielfalt ihrer Aktivatoren macht sie zu der grofiten und variantenreichsten
Proteinfamilie mehrzelliger Organismen. Moderne Klonierungstechniken sowie der Abschluld der
Humangenom-Sequenzierung im Jahr 2001 haben die Existenz von ca. 140 unbekannten GPCR-
Sequenzen offengel egt, denen bislang weder ein natlrlicher Ligand noch eine physiologische Funktion
zugeordnet werden konnte. Sie werden daher als,, orphan “ Rezeptoren (engl.: Waisenkind) bezeichnet.

Mehr als 30% der auf dem internationalen Pharma-Markt zugelassenen Substanzen sind GPCR-
Wirkstoffe mit einem Jahresumsatz (2000) von 23,5 Mrd. US-$ (Wiseer al., 2002). Aufgrund der grofen
wirtschaftlichen Bedeutung dieser Rezeptorfamilie ist es verstandlich, da’ die pharmazeutische
Forschung mit hohem Aufwand an der Ligandenidentifizierung von orphan GPCRs arbeitet und die
Ergebnisse patentrechtlich absichert. Die unter den Begriffen ,, Reverse Pharmakologie* und ,, Orphan
Rezeptor Strategie” zusammengefaldte, praktische Wirkstoffentwicklung an orphan GPCRS vereinigt
Techniken aus Bioinformatik, Zell- und Molekularbiologie, Biochemie und Pharmakologie.

Im Zentrum dieser Arbeit stehen die humanen orphan Rezeptoren gpr3 (lismaa et al., 1994), gpr6
(Heiber et al., 1995) und gprl2 (Song et al., 1995). Die Sequenz-ldentitét betragt 57-61% auf der
Proteinebene, und das deutet auf eine neue GPCR-Subfamilie hin. Aufgrund dominanter Présenz von
gpr3-, 6- und 12-mRNA-Transkripten im ZNS ist bislang ein Ligand mit neuromodulatorischen
Eigenschaften vermutet worden. Eggerickx et al., 1995 zeigen, dal3 gpr3-transfizierte COS-7-Zellen
konstitutiv, d.h. Agonist-unabhangig, die Adenylat-Zyklase aktivieren und so zu basal erhéhten cAMP-
Spiegeln fuhren. Die Autoren vermuten die Ursache der Agonist-Unabhangigkeit entweder in einer
basalen Aktivierung durch einen ubiquitéren Serumfaktor im Kulturmedium oder in einer starken
Uberexpression im COS-7-Zellmodell.

Bioinformatische Analysen im Vorfeld dieser Arbeit (Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2000) zeigen
grolRe Ahnlichkeiten von gpr3, 6 und 12 zu der Cannabinoid (cb)- und zu der endothelial differentiation
gene (edg)-Lipidrezeptorfamilie von 42-44% auf der Proteinebene, und das deutet auf ein Lipid als
potentiellen Liganden hin.

Die edg-Rezeptoren regulieren Uber die bioaktiven Lipid-Mediatoren Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und
Lysophosphatidsdure (LPA) zentrale physiologische Funktionen im Rahmen von Proliferation und
Zdlldifferenzierung sowie eine Vielzahl kardiovaskul drer Effekte (z.B. Plattchenaktivierung, Schutz des
Endothels vor Apoptose, Angiogenese, negative Chronotropie, Entwicklung des Herzens etc.).

Aventis Pharma Deutschland GmbH beschéftigt sich u.a. mit der molekularbiologischen und
pharmakol ogischen Charakterisierung dieser kardiovaskul&ren Effekte.

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit besteht darin, zu kléren, ob auch die orphan Rezeptoren gpr3,
6 und 12 Uber bioaktive Lipide und eine zusétzliche Expression in peripheren, Herz-Kreislauf-rel evanten
Organen eine Rolle spielen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren gpr3, 6 und 12 as eine Familie von konstitutiv aktiven
Rezeptoren, wobei die konstitutive Aktivierung unabhangig vom Rezeptor-Subtyp, der Spezies oder
dem Zdlltyp ist. Die Beobachtung, dal3 HEK293-Zellen, die mit den potentiellen Lipidrezeptoren gpr3,
6 und 12 transfiziert wurden, in lipidfreiem Medium (Aktivkohle-resorbiertes Serum) reduzierte, basale
CAMP-Spiegel zeigen, fuhrt zu der Schlul¥folgerung, dal’d zumindest ein Teil der konstitutiven Aktivitét
auf ein Lipid des Serums zuriickzufihren sein muf3.

In second messenger-Assays sind die bioaktiven Lipide S1P und Dihydro-S1P (DHSI1P) als
Modulatoren der konstitutiven gpr3-, 6- und 12-Aktivitét identifiziert und funktionell charakterisiert
worden. S1P- und DHS1P-Wirkungen an diesen Rezeptoren induzieren in HEK293-Zellen sowohl eine
Cca*-M obilisierung (ECgy = 50-100nM), eine Stimulation der Adenylat-Zyklase as auch eine
funktionelle Internalisierung eines Fusionskonstruktes aus gpré mit einem griin fluoreszierenden Protein
(GFP). Dasim Rahmen dieser Arbeit klonierte gpr3-Homologe der Ratte (Acc.Nr.: AJ427482) |alét sich
ebenfalls durch S1P und DHS1P in funktionellen Ca?*- und cAMP-Assays anschalten.

Eine Substanz-Bibliothek mit 200 bioaktiven Lipiden bestétigt die Wirksamkeit von S1P und DHS1P
und liefert dartiber hinaus keinen weiteren Liganden mit agonistischen Eigenschaften an den humanen
Rezeptoren gpr3, 6 und 12.

Expressionsprofile von gpr3, 6 und 12 sind mittels Nachweismethoden auf mMRNA- (RT-PCR, Echtzeit-
Tagman-PCR, Northern Blot, RNA-Chip) und Proteinebene (Western Blot) erstellt worden. Sie konnten
mit Informationen aus der LifeSpan Bioscience-Datenbank (www.ishio.com) erganzt werden, die ein
immunhistologisches Profil des humanen Rezeptors gprl2 im gesunden und kranken Gewebe zur
Verflgung stellt.

Der Nachweis von gpr3-, 6- und 12-mRNA-Transkripten und Proteinen in einer Vielzahl humaner
peripherer Organe und in isolierten Zellsystemen des Herz-Kreislauf- (Herz, Niere, Endothel- und glatte
Gefalmuskel zellen, Blutpléttchen) und Immunsystems (Milz, Thymus, Leukozyten) weist eindeutig auf
zusétzliche, periphere Funktionen dieser Rezeptorfamilie hin. Dies untermauert die kardiovaskulére
Relevanz, die bereits aufgrund des Liganden S1P zu vermuten war.

In einem endothelialen Funktionsmodell, bei dem der pulsierende Blutstrom im Geféjlumen simuliert
wird (Scherstress), wird der Rezeptor gpr3 um den Faktor 2 auf Proteinebene hochreguliert. Esist jedoch
offen, ob diese Regulation auf eine Schutzfunktion im Endothel oder auf eine funktionelle
Gegenregulation zurtickzufihren ist. Zur Klérung dieser Frage sind Antisense-Oligonukleotide gegen
den Rezeptor gpr3 getestet worden; eine Reduktion des gpr3-Proteinniveaus konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit identifizieren die humanen orphan Rezeptoren gpr3, 6 und 12
als weitere Mitglieder einer kontinuierlich wachsenden Lipidrezeptorfamilie. Es ist ein wesentlicher
Schwerpunkt zukinftiger Studien, diesen fir die Herz-Kreislauf-Forschung interessanten Rezeptoren
eine physiologische bzw. pathophysiologische Funktion zuzuordnen.
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II Einleitung

1. GPCRs in der industriellen Pharmaforschung

1.1.  Wirtschaftliche Bedeutung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bilden die grofdte und variantenreichste Proteinfamiliein der
Natur mehrzelliger Organismen. Sie zahlen zu den dltesten bekannten Proteinfamilien, und Vertreter
dieses Rezeptortyps finden sich bereits in Protozoen, Schleimpilzen, Hefen und Pflanzen (Bockaert &
Pin, 1999). Verflgt die einzellige Hefe Saccaromyces cerevisiae erst Uber zwei GPCR-Gene, so sind es
bei der Nematode Caenorhabditis elegans bereits ca. 1100, das entspricht 5% des Nematoden-Genoms
(Bargmann et al., 1998). Diese rasante Vervielfdtigung des GPCR-Repertoirs im Prozel3 der
evol utionaren Entwicklung von einzelligen Eukaryonten (Hefe) zum komplexen Mehrzeller (Nematode)
verdeutlicht die Relevanz dieses Rezeptortyps fir interzelluldre Kommunikationsmechanismen.

Fir den Menschen wurden urspriinglich mehrere Tausend GPCR-Gene postuliert. Nach Abschlul? der
Humangenom-Sequenzierung im Jahr 2001 (Venter et al., 2001, Lander et al., 2001), sowie friherer
Schétzungen, geht man jedoch davon aus, dal? das humane GPCR-Repertoir nur ca. 1000 Gene umfafdt
(Marchese et al., 1999, Civelli et al., 2001). Bei einer Gesamtzahl der humanen, Protein-kodierenden
Gene von 30000-40000 (Lander et al., 2001) entspricht das einem Anteil von <1%. Davon kodieren ca.
700 GPCR-Gene fir Duft- und Geschmackstoff-Rezeptoren. Weitere 300 GPCRs steuern zentrale
physiologische Funktionen als Hormon, (Neuro-)transmitter oder Gewebshormon (Civelli et al., 2001)
(Tabelle 1, S.10). Die Vielfdltigkeit der GPCR-Aktivatoren reicht von biogenen Aminen (z.B.
Adrenalin, Dopamin, Azetylcholin), Aminosduren und -derivaten (z.B. Serotonin, Histamin),
Nukleotiden und -derivaten, (z.B. ATP, UDP-Glucose), Peptiden/Proteinen (z.B. Urotensin-ll,
Parathormon), Lipiden und -derivaten (z.B. Prostaglandin, Lysophosphatidsaure) bis zu physikalischen
Lichtreizen (Rhodopsin-Rezeptor).

Neben den GPCRs mit bekannten Funktionen und Aktivatoren existiert eine betréchtliche Gruppe von
ca. 155 humanen GPCR-Genen (Wise et al., 2002), denen bislang weder ein natlrlicher Ligand noch
eine physiologische Funktion zugeordnet werden konnte. Man bezeichnet diese deshalb als ,orphan
Rezeptoren (engl.: Waisenkind). Die Recherchen von Civelli et al., 2001 beziffern die Gruppe der
derzeit bekannten humanen (Neuro-)Transmitter-GPCRs auf 160, deren physiologische Funktionen
durch 97 natlrliche Liganden vermittelt werden (Tabelle 1, S.10). Dem gegeniiber steht eine
vergleichbar grof3e Gruppe von 140 orphan GPCRs mit unbekannten Liganden. Da meist mehrere
Rezeptoren-Subtypen fir einen Liganden existieren, kann spekuliert werden, dal? moglicherweise die
Héfte des humanen GPCR-Liganden-Repertoirs noch unbekannt ist. Daraus ergibt sich ein grof3es
pharmakol ogisches Potential fur die Arzneimittelentwicklung in der pharmazeutischen Chemie.
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Tabelle 1 Klassifizierung von GPCRs und Liganden
(Ubernommen von Civelli et al., 2001)

GPCR und Liganden Anzahl
GPCRs ca. 1000
GPCRs fur Duft- und Geschmackstoffe ca. 700
GPCRs fur Chemokine- und chemotaktische Stoffe 18
Transmitter-GPCRs ca. 300
aktiviert durch bekannte Liganden 160
aktiviert durch unbekannte Liganden (orphan GPCRS) 140

natiirliche GPCR-Liganden

Duft- und Geschmackstoffe sehr viele

Chemokine und chemotaktische Stoffe 45
Transmitter 97

biogene Amine, Aminosauren und -derivate, Nukleotide und -derivate, 17

Ca?*, Retinal

Lipid-Mediatoren (Eikosanoide, Lipide) 11

(Neuro-)Peptide 69

Mehr als 30% aller auf dem internationalen Pharma-Markt zugel assenen Substanzen sind Wirkstoffe an
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie haben einen Anteil von 9% am globalen Markt der
Pharmazeutischen Chemie von 23,5 Mrd. US-$ (2000) (Wise et al., 2002). Etwa ein Viertel (22,5%,
Bailey et al., 2001) der Top 200 Medikamente weltweit modulieren GPCR-Funktionen. Die Tabelle 2,
S.12 zeigt die Top 20 GPCR-Medikamente des Jahres 2000 in den USA incl. Hersteller, Indikation und
Umsatz. Grinde fur den Erfolg dieser Proteinfamilie liegen in der Vielfalt ihrer physiologischen
Funktionen und in der guten Erreichbarkeit durch synthetische Wirkstoffe. Als Plasmamembranproteine
binden sie extrazellulére Liganden bzw. Wirkstoffe, deren lipophilen oder hydrophilen Eigenschaften
fur eine Wirkung unrelevant sind. Es ist erwahnenswert, dald sich das aktuelle Spektrum der Top 20
GPCR-Wirkstoffe tberwiegend auf GPCRs konzentriert, die von Aminosaurederivaten und biogenen
Aminen aktiviert werden (Adrenalin, Histamin, Dopamin, Serotonin, Azetylcholin, siehe Tabelle 2,
S.12). Die Entwicklung von Wirkstoffen an anderen GPCR-Ligandenklassen (z.B. Nuklectide, Lipide)
verspricht weitere therapeutische Erfolge.

Andere Einsatzmdglichkeiten von GPCR-Wirkstoffen ergeben sich aus der steigenden Zahl von
Krankheiten, die mit GPCR-Mutationen oder Polymorphismen in Verbindung gebracht werden.
Polymorphismen stellen Mutationen in der GPCR-Sequenz dar, die keine offensichtlichen
Veranderungen der Rezeptor-Physiologie zur Folge haben, jedoch die Wahrscheinlichkeit zur
Ausbildung einer multifaktoriellen Erkrankung erhéhen. So werden beispielsweise (33-Adrenozeptor-
Polymorphismen mit einem erhdhten Risiko zur Ausbildung einer Insulin-Resistenz assoziiert
(Strosberg, 1997).

10



I GPCRsin der industriellen Pharmaforschung Uhlenbrock

Mutationen eines GPCRs, die den Funktionsverlust des Rezeptors zur Folge haben, flhren dagegen
unweigerlich zu manifestierten pathologischen Krankheitsbildern. Beispiele hierfir sind Diabetes
insipidus (Vasopressin V,-Rezeptor), Obesitas ([33-Adrenozeptor), Bluthochdruck (Glukagon-
Rezeptor), Retinitis pigmentosa (Rhodopsin- Rezeptor) (Birnbaumer, 1995, Edwards et al., 2000,
Coughlin, 1994).

Aufgrund der hohen wirtschaftlichen Bedeutung dieser Rezeptorfamilie ist es versténdlich, warum die
pharmazeutische Forschung in die Ligandenidentifizierung von orphan GPCRs als neue potentielle
therapeutische Angriffspunkte und in deren patentrechtliche Absicherung (Bailey et al., 2001) investiert.
Es ist eine grol3e naturwissenschaftliche Aufgabe, GPCRs und ihre teilweise bislang unbekannten
Liganden einander zuzuordnen und all jene GPCRs herauszufiltern, die fir die Pathogenese einer
Krankheit relevant sind.

Die Begriffe ,Reverse Pharmakologie® und , Orphan Rezeptor Strategie® beschreiben praktische
Ansdtze zur Wirkstoffentwicklung an orphan GPCRS, die im Rahmen von Targetidentifizierung und -
validierung in der modernen Pharmaforschung Anwendung finden (1.2., S.13). Vorrangiges Ziel der
Pharmaforschung ist es, die Bedeutung bzw. Relevanz einer GPCR-Liganden-Kombination in einer
Krankheit zu verstehen und daraus Therapieansétze zu entwickeln.

Leitstrukturerzeugung und -optimierung (Abb.l, S.11) befassen sich anschlielfend mit der
Identifizierung bzw. Struktur-Optimierung von Modulatoren (Agonisten oder Antagonisten) eines
validierten GPCRs durch Hochdurchsatz-Screening (HTS, ca. 10° Substanzen). Erst in der klinischen
Entwicklung zeigt sich die Wirksamkeit eines Wirkstoffes/M edikamentes hinsichtlich der Modulation
eines GPCRs und die sich daraus ergebenden therapeutischen Wirkungen am gesunden bzw. kranken
Menschen.

. ).
~ Targel- X L : D Friihe KinibEha Ry, Spite klinische:

\‘- identifizierung Leitstrukiunggy L“T.s ArUKIUS Entmcklung Entv.rh:hlung =
_und wnd.m CrEOUDIINESY  CPUMBIENEEET  phase fllk: Phase lib, il |
& Genom-Proteom-  * Hochdurchsatz-  » eADMET * Formulierung

farschung inkl. Screening

Bloinformatik & Parallelsynthese # Kinetik, Metabolizmus,

* Transgenik = HKombinatorische Toxikalngie
Chemie * QSAR-Madella !
¢ Azsayentwicklung inkl. Chamaoinformatik * klinische Pharmakologie
* yirtuelles
= Strublurbiologie Scroening * Verfahrensentwicklung  #® Biomarker
und Herstellung grafierer
* _DOrug Design’ Substanemengan

Abb.1  Wertschopfungskette der Arzneimittelforschung: Ausgewdihlte Schliisseltechnologien und
Aktivititen. (aus: Wess et al., 2001)
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Tabelle 2 Top 20 der rezeptpflichtigen GPCR-Medikamente (2000)

(tibernommen von Bailey et al., 2001)

Markenname GPCR Indikation Firma Umsatz
(Mrd. US-$)
Claritin Histamin Hq Allergie/Asthma Schering Plough 2,862
Zyprexa Dopamin ZNS Storungen Eli Lilly 1,418
Allegra Histamin Hg Allergie/Asthma Aventis 1,120
Oxycontin Opioid Schmerz Purdue Pharma 1,053
Risperdal Serotonin 5-HT» ZNS Stdrungen Janssen 0,960
Imitrex Serotonin 5-HT 14,18 Migréne GlaxoSmithKline 0,932
Wellbutrin SR Dopamin Depression GlaxoSmithKline 0,851
Zyrtec Histamin Hq Allergie/ Asthma Pfizer 0,849
Buspar Serotonin 5-HT 5 Psychosen/ Bristol-Myers-Squibb | 0,699
Depression
Singulair CysL1R Asthma Merck 0,677
Pepcid Histamin Ho M agengeschwiir Merck 0,569
Serevent Adrenozeptor Asthma GlaxoSmithKline 0,449
Cozaar Adrenozeptor @, Hypertension Merck 0,395
Toprol XL Addrenozeptor 3, Hypertension AstraZeneca 0,354
Duragesic Opioid mu Schmerz Janssen 0,353
Serzone Serotonin 5-HT» Psychosen/ Aventis 0,349
Depression
Cardura Adrenozeptor a1 Hypertension Pfizer 0,344
Xéalatan Prostanoid FP Glaukom Pharmacia& Upjohn | 0,340
Detrol Muskarinischer Inkontinenz Pharmacia & Upjohn 0,319
Azetylcholin Rezeptor
Seroquel Serotonin 5-HT» Schizophrenie AstraZeneca 0,319
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1.2.  Targetidentifizierung und -validierung von orphan GPCRs

In der klassischen Pharmakologie wird ein Ligand Uber seine physiologische Wirkung in ex vivo
Organbad-Experimenten isoliert und charakterisiert. Die Identifizierung des entsprechenden Rezeptors
erfolgt anschliefRend durch Proteinreinigung und Expressions-Klonierung.

Die Strategie zur Funktionsaufklérung eines orphan Rezeptors bis hin zur Entwicklung von Wirkstoffen
wird as ,Reverse Pharmakologie* oder ,Orphan Rezeptor Strategie” bezeichnet, um sie von der
konventiollen Wirkstoffentwicklung zu unterscheiden.

Beide Strategien verwenden einen GPCR unbekannter Funktion als , Angelhaken* zum , Fischen® des
spezifischen Liganden aus einem komplexen Gewebeextrakt (Abb.2A, S.13) bzw. einer definierten
Bibliothek synthetischer (naturidentischer oder kiinstlicher) Substanzen (Abb.2B, S.13) (siehe Reviews
Civélli et al., 2001, Howard et al., 2001, Wilson et al., 1998).
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Abb.2 ,,Orphan Rezeptor Strategie“ (A) und ,,Reverse Pharmakologie (B). (aus Civelli et al., 2001)
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Wahrend die chemische Struktur des Liganden in einer komplexen Gewebepraobe (z.B. Hirnextrakt) erst
durch aufwendige Fraktionierung und Reinigung identifiziert werden mul, liefert eine synthetische
Substanz-Bibliothek die schnellere und einfachere Zuordnung von Ligand und Rezeptor und hat sich
daher in der industriellen Forschung durchgesetzt. Der Erfolg einer definierten Substanz-Bibliothek
hangt unmittelbar von der Zusammensetzung der Testsubstanzen ab, bietet jedoch auch die Mdglichkeit
zur Entwicklung chemische Agonisten, ohne den natiirlichen Liganden zu kennen.

Entscheidender Vorteil der Gewebe-Extrakte bleibt die Entdeckung bislang unbekannter, bioaktiver
Liganden.

Letztendlich haben sowohl die ,,Orphan Rezeptor Strategie® als auch die ,, Reverse Pharmakologie zu
erfolgreichen Paarungen von Rezeptor und Ligand gefuhrt und das Verstéandnis dieser Rezeptor-
Superfamilie vorangetrieben. Der Serotonin 5-HTq5- (Fargin et al., 1988) und der Dopamin Do-
Rezeptor (Bunzow et al., 1988) waren die ersten orphan GPCRS, deren Liganden mittels moderner,
bi oinformatischer und molekul arbiol ogischer M ethoden entdeckt wurden.

Die Tabelle 3, S.14 nennt einige Beispiele fur Ligandenidentifizierungen in den letzten Jahren.

Tabelle 3 Beispiele fiir Ligandenidentifizierungen (1995-2001)

oRezeptor | Ligand Methode Funktion Ref.
ORL-1 Nociceptin/ cAMP Schmerz Meunier et al., 1995
Orphanin FQ Hirn Extrakt Reinscheid et al., 1995

edg2 LPA Serum-Fraktionierung | Zelldifferenzierung | Hecht et al., 1996

edgl S1P Serum-Fraktionierung | Zelldifferenzierung | Leeet al., 1998

gprl4 Urotensin 11 ca2t Vasokonstriktion Nothacker et al., 1999

OGR-1 SPC cat Proliferation Xuet al., 2000
syntetischer Ligand Waundheilung

gprl0s5 UDP-Glucose Hefe unbekannt Chambers et al., 2000
synthetischer Ligand

PNR »trace amines" Oozyten Neurotransmitter Borowsky et al., 2001
syntetischer Ligand
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2. Physiologie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

2.1.  Klassifizierung und iibereinstimmende Charakteristika

Gemeinsames Strukturelement aller GPCRs ist die Faltung in sieben a-helikale Domanen (TM-I bis
TM-VII, transmembrandr), die die Plasmamembranen, jeweils verbunden durch drei intrazellulére bzw.
zytoplasmatische (C1-C3, engl. cytoplasmatic) und drei extrazellulére (E1-E3) Schleifen, durchspannen
(Abb.3, S.16). Arbeiten von Unger et al., 1997 und Palczewski et al., 2000 unterstreichen dieses
Strukturmotiv mittels Kristallstrukturanalysen bei 9A bzw. 2,8A Auflésung am Beispiel des Rhodopsin-
Rezeptors.

Trotz der Vielfalt der biologischen GPCR-Aktivatoren und nur gering ausgepréger sequenzieller
Ahnlichkeiten innerhalb der Superfamilie verfigen alle GPCRs (iber einen vergleichbaren
Aktivationsmechanismus, der von Ligand-induzierten Konformationsanderungen innerhalb der TM-
Doménen gepragt ist. Rontgenstrukturanalysen und umfangrei che Mutagenese-Studien haben ergeben,
daR die Bindung eines extrazelluléren Liganden eine relative Verschiebung von TM-1Il und TM-VI
bewirkt. Infolgedessen resultiert eine Verlagerung von C2 und C3, die den Zugang intrazelluldrer
Bindungsstellen fir G-Proteine ermdglicht (Bourne, 1997, Farrens et al., 1996).

Unabhéngig von diesem gemeinsamen TM-Doménen-Motiv bestimmt die Lange und Funktion der
extrazellulér gelegenen N-terminalen und der intrazellulér gelegenen C-terminalen Doméne, sowie die
Auspragung der intrazelluléren Schleifen C1-C3, die Spezifitét eines GPCRs hinsichtlich des Liganden
und der nachgeschalteten Signaltransduktionswege.

Im Rahmen posttrandationaler Modifikationen werden N-Glykosylierungen an spezifische
Aminosduren des N-Terminus angeflgt; der intrazelluldre C-Terminus verflgt Uber mehrere
Phosphorylierungs- und Palmitylierungsstellen, die unmittelbar in die Signaltransduktion und in
intrazellulére Transportvorgange involviert sind.

Basierend auf den Aminosaure-ldentitéten der verschiedenen Rezeptoren, wird die GPCR-Superfamilie
in funf Hauptfamilien eingeteilt (siehe Review Bockaert & Pin, 1999). Der Uberwiegende Teil der
GPCRs, incl. der Duft- und Geschmackstoff-Rezeptoren sowie des Rhodopsin-Rezeptors, gehort der
Familie 1 mit den Unterfamilien a-c an. Allen Unterfamilien sind zwei konservierte Cystein-Restein E1
und E2 gemein, die untereinander eine kovalente, stabilisierende Disulfidbriicke ausbilden. Ein weiteres
Charakteristikum der Familie 1 ist die Aminosaure Aspartat (Asp) in TM-I1 und ein hochkonserviertes
,DRY*“- oder ,ERW*“-Motiv am Ubergang von TM-IIl zu C2, welches in die Interaktion mit G-
Proteinen an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran involviert ist.

GPCRs der Familie 1a werden durch relativ kleine Liganden (z.B. Nukleotide, biogene Amine, Lipide
etc.) aktiviert, deren Bindungstasche innerhalb der Plasmamembran, umgeben von den sieben TMs,
liegt. GPCRs der Familie 1b und 1c binden kleine Peptide (z.B. Thrombin, Zytokine) bzw.
Glykoprotein- Hormone (z.B. LH, TSH, FSH) und zeichnen sich durch die Involvierung des N-Terminus
und der extrazelluléren Schleifen an der Ligandenbindung aus. Etwa 1/3 der GPCRs aus Familie 1 sind
derzeit orphan GPCRs.
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Nelnrmits

P' Haiineg

C-terminss

Intraceliular compartmant

Abb.3 GPCR-Transmembran Topologie am Beispiel des Rhodopsin-Rezeptors. A: Zwei-dimensiona-
le Darstellung, B: Darstellung der transmembrandren a-Helices und C: Schematische 3D-Darstellung
(A+B aus Palczewski et al., 2000, C aus Horn et al.,1998)
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Die Sekretin/Glukagon-Rezeptorfamilie (Familie 2) stellt eine relativ kleine Gruppe von Neuropeptid-
und Peptid-Hormon Rezeptoren dar, die ihre Liganden &hnlich der Familie 1b/c unter Beteiligung des
N-Terminus bindet.

Familie 3 setzt sich zusammen aus den metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGIuR), GABAg (&
Amino-Buttersdure)- und einer Gruppe von ca. 100 Pheromon-Rezeptoren. Charakteristikum dieser
Rezeptorfamilieist eine sehr grofRe N-terminale extrazelluldre Doméne, die sequenzielle Ahnlichkeit zu
periplasmatischen Transportproteinen in Bakterien zeigt.

Der Familie 4 werden weitere Pheromon-Rezeptoren (VNs) zugeteilt, und Familie 5 umfaldt letztendlich
ofrizzled" und ,smoothened" Rezeptoren der Embryonalentwicklung und cAMP-Rezeptoren (CAR),
deren Expression bislang jedoch nur in D. discoideum beobachtet wurde.

2.2.  G-Protein-abhiingige und -unabhingige Signaltransduktion

GPCRs bilden eine Superfamilie von plasmamembranstandigen Proteinen, die zahlreiche externe
Signale G-Protein-abhangig oder -unabhéngig in das Zellinnere transduzieren kénnen (siehe Review
Hal 1999, Marinissen & Gutkind, 2001). Es wird angenommen, da3 die GPCR-vermittelte
Signaltransduktion die Lokalisation des Rezeptors in der Plasmamembran voraussetzt, von wo aus die
Interaktion mit intrazelluldren heterotrimeren (@, b, g G-Proteinen (kurz fir Guanosin-bindendes
Protein) erfolgt, die Gber Palmitylierungen und Myristylierungen (Wedegaertner et al., 1995) als,, Lipid-
Anker* an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran gehalten werden.

G-Proteine werden, entsprechend der a-Untereinheiten, in vier Proteinfamilien eingeteilt: Gag (incl.
Gagf), Gaig (incl. Gay, Gagyg und Ga), Gag1 (incl. Gagy Ga s und Gag) und Ga1p/13. Derzeit
umfaldt die G-Protein-Familie18 a- , 5b- und 11 g-Gene (Hildebrandt, 1997, Hamm & Gilchrist, 1996).
Die Krigtallisierung eines heterotrimeren G-Proteins durch Lambright et al., 1996 und nicht zuletzt
umfangreiche Mutagenesestudien (Wess, 1998, Kostenis et al., 1999) haben wertvolle Einblicke in die
molekularen Wirkmechanismen dieser heterotrimeren Proteine aufgezeigt.

Bei der G-Protein-abhangigen Signaltransduktion (Sprang, 1997, Sternwels, 1994, Hamm & Gilchrist,
1996) fungieren G-Proteine als molekulare Schalter zur Weitergabe eines externen Signas an
intrazellulére Effektoren: Die Aktivierung eines G-Proteins durch einen Ligand-besetzten Rezeptor
fordert die Freisetzung von Guanosindiphosphat (GDP) und den Austausch zu Guanosintriphosphat
(GTP) an der a-Untereinheit des G-Proteins, gefolgt von der Dissoziation zu a-GTP und bg Sowohl a-
GTP asauch freies bgsind in Lage, zellulare Effektorsysteme zu modulieren, wie z.B. die Adenylat-
oder Guanylat-Zyklase, die cGMP-Phosphodiesterase, Phospholipasen sowie K*- oder Ca?*-
lonenkandle etc., welche letztendlich den biologischen Effekt vermitteln. Am besten charakterisiert ist
derzeit die Aktivierung der Phospholipase-C (PLC) durch G-Proteine des Typs Gag bzw. die bg
Untereinheit von Ga; und die Stimulation bzw. Inhibition der Adenylat-Zyklase durch G-Proteine des
Typs Gag bzw. Ga;. Limitiert durch die intrinsische GTPase-Aktivitdt der a-Untereinheit und
allosterische Wechselwirkungen mit RGS-Proteinen (regulators of G-protein signalling) (Wieland &
Chen, 1999, De Vries & Farquhar, 1999) erfolgt die Reassoziation von Ga-GDP mit dem bg-Komplex
und bringt den G-Protein-Aktivierungs-Zyklus zuriick in den Grundzustand (Abb.4, S.18).
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Abb.4  Der G-Protein-Aktivierungs-Zyklus. Beschreibung siehe Text (GDP: Guanosindiphosphat,
GTP: Guanosinntriphosphat, RGS: Regulator der G-Protein-Signaltransduktion, GAP: GTPase Akti-
vierendes Protein, P;: Phosphat), iibernommen aus De Vries & Farquhar, 1999

Eine stetig wachsende Zahl von Hinweisen hat in den letzten Jahren zu einer Modifizierung des
urspringlichen Verstandnisses tber die Physiologie von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gefiihrt,
wonach ein GPCR spezifisch mit nur einem Typ von G-Proteinen interagiert. GPCRs sind vielmehr in
der Lage, zusdtzlich mit unterschiedlichsten intrazelluléren Proteinklassen zu interagieren und so ein
hochkomplexes Signaltransduktionsnetzwerk mit zahlreichen Regulationsebenen aufzubauen (2.3.,
S.18). Neben der Ausbildung von funktionellen GPCR-Homo- und Heterodimeren werden funktionelle
Interaktionen mit Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, zytoplasmatischen Regulatorproteinen und Komponenten
des Zytoskel etts beschrieben (siehe Reviews Selbie & Hill, 1998, Bockaert & Pin, 1999, Marinissen &
Gutkind, 2001). GPCRs kdnnen mit Mitgliedern der PDZ- (Hall et al., 1998), Homer- (Tu et al., 1999)
oder RAMP (receptor acitivity modifying proteins)- (Sexton et al., 2001) Proteinfamilien interagieren,
welche an entsprechende Motive des intrazelluléren Rezeptor-C-Terminus binden und auf diese Weise
modulierend auf die Rezeptor-Funktion einwirken.

2.3.  Regulation der GPCR-Aktivitit

Die Lokalisation eines GPCRs auf der Zelloberflache bildet die Vorraussetzung fir die Reaktion einer
Zelle auf die Stimulation durch einen spezifischen Liganden. Entgegen fritherer Auffassungen stellt der
Plasmamembran-Transport eines GPCRs nach seiner Synthese im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
keinen kongtitutiven, sondern einen hochgradig regulierten Prozel3 dar, und die Prasenz auf der
Zelloberfléche ist das Ergebnis komplexer, dynamischer Vorgange.

Beispielsweise zeigen Brismar et al., 1998 die Rekrutierung von Dopamin D1-Rezeptoren vom ER zur
Plasmamembran in einer proximalen Tubulus Zelllinie (LLCPK1) nach Inkubation mit einem D1-
Agonisten oder einem Inhibitor des Dopamin-Metabolismus. Die Stimulus-abhéngige Translokation
von k Opioid-Rezeptoren zu prasynaptischen Plasmamembranen in Vasopressin neurosekretorischen
Neuronen (Shuster et al., 1999) wirft ebenfalls ein komplett neues Licht auf Regulationsmechanismen
der (Neuro-) Transmitter-Frei setzung.
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Der Transport von Dopamin Di-Rezeptoren zur Zelloberfléche ist weiter reguliert durch ein ER-
Membran assoziiertes Protein DRiR78, welches ein konserviertes ,, FxxxFxxxF*-Motiv im C-Terminus
des Rezeptors bindet und als ER-Exportsignal fungiert. Die Uberexpression von DRiR78 resultiert
entsprechend in einer Zurtickhaltung des D1-Rezeptorsim ER (Bermak et al., 2001). Des weiteren haben
Bermak ez al., 2002 konservierte hydrophobe Aminosaurereste im C-Terminus des Dq-Rezeptors
identifiziert, die eine funktionelle Assoziation mit der g-Untereinheit eines COPI-Komplex in vivo
ermdglichen, der relevant fir den korrekten Transport zur Plasmamembran ist. Rocheet al., 1999 zeigen,
dal3 der Plasmamembran-Transport des metabotropen Glutamat-Rezeptors mGIuRS durch direkte
Protein-Protein-Interaktion mit dem zytoplasmatischen Protein Homer 1b (H1b) reguliert wird. So
bewirkt die Bindung von H1b eine Retention des mGIuR5 im ER von Hel a- und priméren Purkinje-
Zellen.

Die Expression funktioneller GABApg-Rezeptoren auf der Zelloberflache erfordert die
Heterodimerisierung von GABAR;- und GABAg,-Rezeptoren (Kaupmann et al., 1998, Kuner et al.,
1999). Margeta-Mitrovic et al., 2000 haben kirzlich gezeigt, da3 die Expression der GABARg;-
Rezeptor-Untereinheit auf der Zelloberflache durch ein C-terminales ,, RXR(X)“-Retentions-Motiv
verhindert wird, welches diese Rezeptoren im ER zuriickhdt. Erst die Heterodimerisierung von
GABAR1- mit GABAR,-Rezeptoren maskiert dieses Motiv und schafft die Voraussetzungen fur den
Transport des funktionellen Heterodimers zur Plasmamembran (Pagano et al., 2001).

Bidang ist nicht bekannt, ob das Regulationsprinzip aus Retention und Heterodimerisierung mit
verwandten Rezeptoren (z.B. innerhalb einer Subfamilie), wie es beispielsweise bei den GABAg-
Rezeptoren zutrifft, universell fur die GPCR-Familie glltig ist.

Neben dem regulierten Transport eines GPCRsvom ER zur Plasmamembran kénnen Agonist-abhangige
und -unabhdngige Mechanismen die Rezeptordichte auf der Zelloberflache durch Rezeptor-
Internalisierung und Runterregulation reduzieren, und somit die Rezeptor-Funktion mafigeblich
beeinflussen (siehe Review Ferguson, 2001, Tsao, et al., 2001, BUnemann, et al., 1999, Zhang et al.,
1999).

Initiiert durch Agonist-vermittelte Konformationsanderungen im Rezeptor wird die Interaktion mit G-
Proteinen ermdglicht (2.1., S.15), aber auch die Phosphorylierung durch GPCR-Rezeptor-Kinasen
(GRK) an spezifischen Aminosauren des zytosolischen C-Terminus und an den intrazelluléren Schieifen
gefdrdert (Bunemann & Hosey, 1999). Gefolgt von der Translokation zytosolischer [3-Arrestine zur
Plasmamembran binden 3-Arrestine hochspezifisch an GRK-phosphorylierte GPCRs (Kovoor et al.,
1999) und vermitteln so die Rezeptor-Desensitisierung durch sterische Entkopplung der GPCR/G-
Protein-Interaktion. Gleichzeitig ermdglichen sie als Adapter die funktionelle Interaktion mit dem
Protein Clathrin, das die Dynamin-abhangige oder -unabhangige Internalisierung zu intrazelluléren
Kompartimenten einleitet (Ferguson, 1996, Santini et al., 2001) (Abb.5, S.20). Die Internalisierung eines
Ligand-besetzten Rezeptors erfolgt in Form endozytotischer Vesikel, die im Rahmen intrazellulé&rer
Transport- und Sortierungsvorgange sowie nach Dephosphorylierung und Dissoziation von Ligand und
Rezeptor (Cornea et al., 1999) zurtick zur Zelloberfléche gelangen (,Recycling”) - wo sie erneut
aktiviert werden konnen - oder zu irreversibler, lysosomaler Degradation (Runterregulation) bestimmt
sind.

19



I Physiologie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren Uhlenbrock

Die Ergebnisse einer Arbeit von Shenoy et al., 2001 deuten darauf hin, dal3 3-Arrestine nicht nur eine
Adapter-Funktion flr die Internalisierungsmaschinerie Ubernehmen, sondern ebenfalls direkten Einflufd
auf die Rezeptor-Degradierung ausiben. 3-Arrestine regulieren beispielsweise die Ubiquitinierung des
[3,-adrenergen Rezeptors (3AR) durch E2 Ubiquitin-Ligasen (Stous & Govers, 1999). Darliber hinaus
weisen die Ergebnisse einer Arbeit von Daaka et al., 1998 darauf hin, dal3 die GPCR-Internalisierung
funktioneller Teil des Aktivierungsprozesses sein kann, so bildet die Translokation des [3-adrenergen
Rezeptors zu intrazelluldren Kompartimenten der Zelle die Voraussetzung fir die G-Protein-
unabhangige Aktivierung einer Mitogen-aktivierten Protein-Kinase.

Clathrin-
coated pit

(552

)

) ﬁaﬂﬂrin
Adaptin -f
QTQ/'

G protein
uncoupling

Internalization

Abb.5  GRK- und fi-Arrestin-abhiingige GPCR-Desensitivierung und -Internalisierung. Beschrei-
bung siehe Text (BArr: 3-Arrestin, GRK: GPCR-Rezeptor-Kinase, G: G-Protein, E: Effektor, AP-2: Ad-
apter-Protein-2, H: Hormon), iibernommen aus Ferguson, 2001.

Tatséchlich sind Internalisierungsvorgange das Ergebnis sehr komplexer Regul ationsmechanismen, die,
dhnlich wie die GPCR-Signaltransduktion, auch ohne G-Protein-Beteiligung ablaufen kodnnen.
Bei spiel sweise beschreiben Chen et al., 2002 die Agonist-vermittelte Internalisierung des PAF (platelet
activating factor)-Rezeptors als Ergebnis der [>-Arrestin-Interaktion mit dem C-Terminus und einem
»DPXXY*“-Internalisierungs-Motiv in TM-VII, und zwar unabhangig von der Aktivierung Rezeptor-
assoziierter G-Proteine. Untersuchungen der Internalisierung des muskarinischen Azetylcholin-
(Schlador et al., 2000) und des Parathormon (PTH)-Rezeptors (Vilardaga et al., 2001) sowie einer
konstitutiv aktiven mu-Opioid-Rezeptor-Mutante (Trunc354) (Segredo et al., 1997) unterstiitzen die
Existenz G-Protein-unabhangiger Internalisierungsmechanismen. In diessm Zusammenhang
beschreiben Klein er al, 2001 die Blockierung der Agonist (Isoproterenol)-induzierten (3,-
Adrenozeptor-Internalisierung durch simultane Koexpression von Vasopressin Vy-Rezeptoren in
HEK293-Zellen und fuhren diesen Effekt auf eine [3-Arrestin-vermittelte , Kreuzregulation* zuriick.
Des weiteren weisen die Ergebnisse mehrere Arbeiten darauf hin, dal3 Di-Leucin-Motive ,,LL* (Leu-
Leu) oder , LI (Leu-lle) im C-Terminus von GPCRs eine wichtige Rolle in der Agonist-induzierten
Rezeptor-Internalisierung (Gabilondo et al., 1997) und in endosomal/lysosomalen Transportvorgangen
spielen konnen (Marks, et al., 1996, Schulein et al., 1998, Nakamura & Ascoli, 1999, Preisser et al.,
1999). Die Existenz von Di-Leucin-Motiven zur Regulation intrazellulérer Transportprozesse ist nicht
auf GPCRs limitiert. Beispielsweise zeigen Shewan et al., 2000, dald auch der Insulin-abhéngige
Glukose-Transporter GLUT4 Uber eine entsprechendes funktionales LL-Motiv verfligt.
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Im Gegensatz zu anderen plasmamembranstandigen Rezeptoren, wie z.B. den Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTK), fur die die funktionelle Dimerisierung Teil des Aktivationsprozesses darstellt, wurden
GPCRs lange Zeit als funktionelle Monomere angesehen. In den letzten Jahren hat die Komplexitét der
GPCR-Biologie durch Verdffentlichungen Uber Regulation und Signaltransduktion von GPCR-Homo-
und Heterodimerisierung stark zugenommen. Es ist jedoch nicht eindeutig belegt, ob alle GPCRs
Oligomerisierungs-Strategien teilen und ob gemeinsame Signale verwendet werden, die diese
Assemblierungen gewéhrleisten (z.B. Retention im ER).

Beispielsweise bilden GABA g-Rezeptoren funktionelle Heterodimere (Kaupmann et al., 1998, Kuner
et al., 1999) und d-Opioid- (Cvejic & Devi, 1997) und TRH-Rezeptoren (Kroeger et al., 2001)
funktionelle Homodimere. Jordan & Devi, 1999 analysieren ein k/d-Opioid-Rezeptor-Heterodimer mit
komplett unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften im Vergleich zu den entsprechenden
Monomeren. Nicht zuletzt weisen die Ergebnisse von Cvejic & Devi, 1997 darauf hin, dafd die
Interkonversion zwischen dimeren und monomeren Opioid-Rezeptoren die Agonist-induzierte
Internalisierung regulieren kann.

Da Dopamin Dy- und Somatostatin SSRT5-Rezeptoren ebenfalls funktionelle Heterodimere kreieren
(Rochevill et al., 2000), kdnnen auch Interaktionen zwischen einzelnen GPCR-Unterfamilien
modulierend auf die GPCR-Signaltransduktion einwirken (Klinger et al., 1998, Liu et al., 2000).
Darliber hinaus existieren Hinweise darauf, dal3 Wechselwirkungen zwischen GPCR- und RTK-
Signaltransduktionskaskaden  bestehen, die  Agonist-unabhéngige  Modifikationen  Uber
» Transaktivierung” ermaglichen (,receptor crosstalk”). Daub et al, 1996 berichten in diesem
Zusammenhang von der Tyrosin-Phosphorylierung von EGF (epidermal growth factor)-Rezeptoren
nach Stimulation von Ratten-1-Zellen mit den GPCR-Agonisten Endothelin-1, LPA oder Thrombin.

Die Eigenschaften von GPCRs kdnnen ebenfalls durch die Interaktion mit Zell-Oberfl&chenproteinen
variiert werden. So binden P2Y »-Rezeptoren uber ein ,RGD“-Motiv in der E1-Schleife an Integrin
a, b3. Mutationen dieses Motivs oder Integrin-Antikorper, die die Interaktion sterisch blockieren, fuhren
zum nahezu kompletten Funktionsverlust des P2Y »-Rezeptors gegentiber den Liganden UTP und ATP
(Erb et al., 2001). Li et al., 2000 beschreiben die funktionelle Interaktion von Dopamin D,-Rezeptoren
mit dem Aktin-assoziierten Protein ABP-280. Das Zytoskel ett-Protein ABP-280 bindet hochspezifisch
an die C3-Schleife des Do-Rezeptors und fordert dessen Signal transduktion.

Zahlreiche zytoplasmatische, GPCR-bindende Regulatorproteine sind bislang entdeckt worden, die
modulierende Eigenschaften auf die GPCR-Signaltransduktion besitzen. Cismowski et al., 2000
identifizieren beispielsweise das monomere GTP-bindende Protein AGS-1 (activator of G-protein
signalling-1) as Rezeptor-unabhangigen Aktivator von Ga;, der die GTP-Bindung durch direkte
Interaktion mit Ga; in vitro fordert. Santagataer al., 2001 liefern Hinweise auf die Funktion des Proteins
tubby a's membrangebundenem Transkriptions-Regulator, der tber eine C-terminale , tubby-Domane*
an Phosphoinositol-diphosphat (PIP,) bindet und, initiert durch die Gaq-vermittelte Phosphoinositol -
Hydrolyse, zum Zellkern transportiert wird. Damit wird eine direkte Verbindung zwischen GPCR-
Signaltransduktion und der Regulation von Genexpression aufgezeigt.
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3. Die Rezeptoren gpr3, 6 und 12

Die humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 wurden Mitte der 90er Jahre unabhéngig voneinander in drei
verschiedenen Arbeitsgruppen kloniert und gelten seither als orphan Rezeptoren.

Mit Hilfe degenerierter Oligonukleotid primer gelang lismaa et al., 1994 die partielle Klonierung einer
bislang unbekannten GPCR-Sequenz aus einer Ratten Insulinoma RINmMSF-Zelllinie mit der
Bezeichnung R4 (Acc. Nr.: L32829). Diese R4-Sequenz wurde unter gering stringenten Bedingungen
gegen eine Reihe verschiedener humaner cDNA-Bibliotheken gescreent und fuhrte zu der Klonierung
eines 0,94 kb Fragments aus einer humanen Neuroblastoma cDNA-Bibliothek. Nach Vervollstandigung
der Rezeptorsequenz mit Hilfe einer Humangenom cDNA-Bibliothek wurde eine bislang unbekannte
humane GPCR-Sequenz (330 Aminosauren) unter dem Namen gpr3 (Acc. Nr.: L32831) bei der
GenBank/EMBL-Datenbank registriert.

Die Autoren ermittelten eine Konsensus-Sequenz fir eine potentielle N-Glykosylierungstelle im N-
Terminus, zwei Konsensus-Sequenzen fir cAMP-abhangige Protein Kinasen (PKA) und eine fur
Protein Kinase-C (PKC) im C-Terminus. Des weiteren schlossen lismaa et al., 1994 aufgrund des
Fehlens der konservierten Aminoséure Asp in TM-II1, die mit der Bindung kleiner Neurotransmitter-
Liganden wie Adrenalin oder Azetylcholin in Verbindung gebracht wird, auf eine moglicherweise
komplett neue Ligandenklasse. Die orphan Rezeptoren gpr3 (human) und R4 (Ratte) weisen auf dem
Aminosaureniveau 87,5% ldentitdt auf und werden daher als Homol oge eingestuft. Gleichzeitig besteht
eine 41- bzw. 54%-ige Sequenz-Identitét von R4 und gpr3 zu dem Ratten orphan Rezeptor R334 (Acc.
Nr.: U12184), der von Eidne et al., 1991 aus der Ratten-Hypophyse kloniert wurde, und zu dem Maus
orphan Rezeptor GPCR21 (Acc. Nr.: D21061) (Saeki et al., 1993), der das Maus-Homologe zu R4
darstellt.

Eine radioaktiv markierte gpr3 mRNA-Sonde auf Grundlage des 0,94kb Fragments ergab in einer
Northern Blot-Analyse eine dominante Préasenz im humanen Hirn und wesentlich schwécher in Lunge
und Niere (lismaaet al., 1994). Auch der Rezeptor R334 und das Maus gpr3 Homologe GPCR21 zeigten
dominierende Signale im ZNS (Eidne et al., 1991, Saeki et al., 1993). Mittels in situ Hybridisierung
wurde der Gen-Lokus des humanen Rezeptors gpr3 auf dem Chromasom 1p34.4 bestimmt.

Zeitgleich zu lismaaet al., 1994 klonierten Marchese et al., 1994aden humanen Rezeptor gpr3 aus einer
humanen Hippocampus-cDNA und erkannten ebenfalls die Ahnlichkeit zu der Ratten R334-Sequenz
(Eidne et al., 1991). Im Gegensatz zu lismaa et al., 1994 lokalisierten Marchese et al., 1994 das gpr3-
Gen auf dem Chromosom 1p35-p36.1.

Unabhéngig von der lismaa- und der Marchese-Arbeitsgruppe klonierten auch Eggerickx et al., 1995
den humanen Rezeptor gpr3 aus einer humanen Genombibliothek und identifizierten ihn als humanes
Homologe des Maus GPCR21 (Saeki et al., 1993). Im Gegensatz zu den Angabenvon lismaaet al., 1994
postulierte diese Arbeitsgruppe keine PKA-, aber zwei PKC-Phosphorylierungsstellen in den
zytoplasmatischen Doménen, sowie mehrere Ser und Thr Aminosdure-Reste a's Zielsequenzen von
GPCR-Rezeptor-Kinasen.

Die Autoren erkannten zum ersten Mal die nahe Verwandtschaft zu den orphan Rezeptoren edgl (Hla
& Maciag, 1990) und AGR16/edg5 (Okazaki et al., 1993), den Cannabinoid-Rezeptoren (cbr) (Munroe
et al., 1993, Matsuda et al., 1990) sowie zu orphan rCNL3.
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Der Ratten-Rezeptor rCNL3 wurde von Song et al., 1994 aus Ratten Zerebral cortex-cDNA kloniert und
zeigte im Northern Blot eine dominante Expression im Ratten-Hirn (Striatum).

Die funktionelle Expression des Rezeptors gpr3 in COS-7-Zellen resultierte in einer dramatischen,
konstitutiven Stimulation der Adenylat-Zyklase, und der Rezeptor erhielt daher die Bezeichnung
hACCA (human adenylate cyclase constitutive acitvator). Eggerickx et al., 1995 testeten eine Reihe
potentieller Liganden, incl. verschiedener cbr-Agonisten, konnten jedoch keine Wirkungen feststellen.
Da das reklonierte Maus-Homologe (MACCA = GPCR21) ebenfalls konstitutive Aktivitét zeigte und
sich dieser Effekt ebenfalls in weiteren Zelltypen reproduzieren liel, schlossen die Autoren, dal3 diese
Agonist-unabhéngige Signaltransduktion nicht auf eine Punktmutation im humanen Rezeptor
zurtckzufUhren sein konnte. Sie postulierten u.a. einen ubiquitéren Liganden im Medium oder einen
autokrin sezernierten Liganden as Ursache der Agonist-Unabhéngigkeit. Ein RNase-Protektions-Assay
zeigte die Expression des mACCA in ZNS sowie im Auge, im Testis und in den Ovarien und bestétigte
die Ergebnisse von Saeki et al., 1993.

Der humane Rezeptor gpr6 wurde von Heiber ef al., 1995 mittels degenerierter Oligonukleotid primer
aus humaner Lymphozyten-cDNA kloniert und ergab eine bislang unbekannte GPCR-Sequenz von 362
Aminosauren (Acc. Nr.: L36150). Ahnlich wie dem humanen gpr3, fehlt dem gpr6 die konservierte
Aminosaure Asp in TM-I11. Die Autoren beschrieben drei Konsensus-Sequenzen fur N-terminale N-
Glykosylierungen, eine PKA-Phosphorylierungsstelle im C2 wund drei potentielle PKC-
Phosphorylierungsstellen in C2, C3 und im C-Terminus. Gleichzeitig postulierten Heiber et al., 1995
zwei Palmitylierungstellen im C-Terminus.

Bioinformatische Sequenzvergleiche ergaben, dal3 der Rezeptor gpré mit einer 71%-igen Aminosaure-
I dentitét der néchste V erwandte zu dem humanen orphan Rezeptor gpr3 (Marchese et al., 1994) ist und
hohe Ahnlichkeiten zum Maus-Rezeptor GPCRO1 (Saeki ef al., 1993) und dem Ratten-Rezeptor R334
(Eidneet al., 1991) aufweist. mMRNA Transkripte des humanen gpr6 wurden per Northern Blot-Analyse
im Putamen, Frontal cortex, Hippokampus und dem Hypothalamus detektiert, und als Gen-L okus wurde
das Chromosom 6p21-p21.1 bestimmt. Diese Arbeitsgruppe klonierte ebenfalls das gpré Ratten-
Homologe (Acc. Nr.: U12006) mit einer 80%-igen Nukleotid-ldentitét zum humanen gpr6é und
untersuchte dessen Expression per Northern Blot-Analyse und in situ-Hybridisierung im Ratten-Hirn
(Marchese et al., 1994b). Verglichen mit dem humanen Homologen, ergaben sich keine Unterschiede
des Expressionsmustersim ZNS.

Das Auftreten differentiell regulierter Gene wahrend der Entwicklung des Ratten-Cortex wurde von
Chenn et al., 2001 untersucht. In einem PCR-differential display-Ansatz wurde ein GPCR kloniert, der
bereits als orphan rCNL3 bekannt war (Song et al., 1994). Dieses gpr6 Ratten-Homologe ist postnatal
temporar hochreguliert, und die Autoren interpretierten dies al's eine Beteiligung dieses Rezeptors an der
neuronalen Differenzierung.

Von der Arbeitsgruppe Song et al., 1995 wurden mittels Cosmiden einer Humangenom-Bibliothek die
humanen Homologe von gpr3, 6 und 12, jeweils ausgehend von den Ratten- bzw. Maus-Sequenzen,
kloniert. Dabei wurde eine bis dahin unbekannte humane Rezeptor-Sequenz kloniert und als gpri2
(Acc.Nr.: U18548) bezeichnt.
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Die Sequenz umfalt 334 Aminosauren und besitzt eine Aminosaure-ldentitét von 60% innerhalb der
Rezeptorfamilie (gpr3, 6 und 12), was auf einen identischen Liganden hinweist. Dartiber hinaus
ermittelten Song et al., 1995 eine sequenzielle | dentitét auf der Ebene der Primérsequenz gegeniiber den
Nager-Homologen von 93-, 88- bzw. 92%. Eine in situ Fluoreszenz-Hybridisierung ergab eine
Chromosomen-Lokalisation der humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 von 1p34.3-p36.1, 6912 bzw.
13qg12.

Die nahe Verwandschaft der drei Rezeptoren untereinander, die héher ist as zu allen anderen GPCRs,
deutet auf eine eigene GPCR-Subfamilie hin. Gleichzeitig impliziert die dominate Préasenz von gpr3-, 6-
und 12-mRNA-Transkripten im Ratten-, Mauss und humanen ZNS physiologische,
zentral neurol ogische Funktionen und einen Liganden mit neuromodul atorischen Eigenschaften. Bislang
sind funktionelle Daten nur fur das humane und Maus gpr3-Homol oge beschrieben worden (Eggerickx
et al., 1995).

In einem TIPS-Review von Marchese et al., 1999 werden die humanen orphan Rezeptoren gpr3, 6, 12
und edg6 (Acc. Nr.: AJ000479) als eigenstandige, cbr-ahnliche Rezeptorfamilie klassifiziert. Y amazaki

et al., 2000 zeigen, dal3 der Rezeptor edg6 ein weiteres Mitglied der S1P-Rezeptorfamilie ist.

Die nahe Verwandschaft von orphan gpr3, 6 und 12 zu Lipidrezeptoren (edg und cbr) deutet insgesamt
auf einen Liganden mit Lipid-Charakter hin.
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4. Aufgabenstellung

Moderne Klonierungstechniken sowie der Abschlul? der Humangenom-Sequenzierung haben die
Existenz einer Gruppe von ca. 150 bislang unbekannter GPCR-Sequenzen offengelegt. Die Zuordnung
dieser orphan GPCRs zu ihren physiologischen Liganden und der damit verbundenen biologischen
Funktionen ist eine grofe Herausforderung fur die molekularbiologische Forschung. Private
Forschungsingtitute, Universitdten und die Pharmaindustrie wetteifern um die Selektion der
interessantesten Kandidaten und deren patentrechtliche Absicherung. Das ,, de-orphaning” boomt seit
Mitte der 90er Jahre und wird nicht zuletzt durch die kontinuierliche Weiterentwicklung zellul&rer
Testsysteme und die Verflgbarkeit sogenannter Substanz-Bibliotheken vorangetrieben. Letztendlich
vereinigt der Prozel? der Ligandenidentifizierung Techniken aus Bioinformatik, Zell-/
Molekularbiologie, Biochemie und Pharmakologie.

Im Zentrum dieser Arbeit stehen die humanen orphan Rezeptoren gpr3, 6 und 12. Bioinformatische
Analysen im Vorfeld dieser Arbeit (Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2000, unverdffentlicht) zeigen
eine groRe Ahnlichkeit zu den Rezeptoren der endothelial differentiation gene (edg)-Familie, die tber
die bioaktiven Lipid Mediatoren Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Lysophosphatidséure (LPA) u.a
eine Reihe kardiovaskulérer Prozesse regulieren.

Die Herz-Kreislauf-Forschung von Aventis-Pharma Deutschland GmbH beschéftigt sich u.a. mit der
molekularbiol ogischen und pharmakol ogischen Charakterisierung dieser kardiovaskul&ren Effekte. Die
Zielsetzung dieser Arbeit ist daher die Antwort auf die Frage, ob auch die orphan Rezeptoren gpr3, 6
und 12 Uber bioaktive Lipide eine Relevanz im Herz-Kreislauf-System besitzen.

Die komplexe Aufgabenstellung wird in vier Teilaufgaben gegliedert:

1. Aufbau eines zelluléren second messenger-Assays, der die funktionelle Charakterisierung von gpr3,
6 und 12 erlaubt und gleichzeitig die Méglichkeit zur Anwendung einer Substanz-Bibliothek im 96-
well Format bietet. Die Kopplung von GPCRs an die Phospholipase-C (PLC) und die Quantifizierung
Ligand-induzierter Ca?*-Freisetzung mittels der Fluorescent Imaging Plate Reader (FLIPR)-
Technologie gilt hierfur als valides Testsystem. Die Nutzung der PL C-Signaltransduktionskaskade
erfordert gegebenenfalls den Einsatz promiskuitiver G-Proteine fur die Umkopplung des natiirlichen
Signaltransduktionsweges an die Ca?*-Antwort der Zelle (2., S.64).

2. Erstellung eines detaillierten Expressionsprofils von gpr3, 6 und 12 mit Schwerpunkt im humanen
Herz-Kreidauf-System mittels mMRNA- (RT-PCR, Northern Blot, RNA-Chip) und Protein-basierter
(Western Blot, Zytoimmunfluoreszenz) Nachweismethoden. Die Gewinnung spezifischer RNA-
Sonden und Peptidantikorper ist hierfir die Vorraussetzung. Neben der qualitativen Untersuchung
gesamter Organe (z.B. Herz, Niere) sollen auch isolierte Primérzellen (z.B. Kardiomyozyten,
Endothel zellen, glatte Gefaimuskelzellen, Blutplattchen) auf die Présenz dieser Rezeptoren getestet
werden (5., S.88).
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3. Untersuchung differentieller Gen-Regulation in einem endothelialen Funktionsmodell (Scherstress)
mittels RT-PCR- und Western Blot-Analysen. Da Scherstress-vermittelte M echanismen hinsichtlich
Inflammation und Apoptose protektiv auf die Pathogenese der Atherosklerose wirken, liefert dieses
Modell Aussagen Uber eine mdgliche Relevanz der Rezeptoren in der endothelialen Dysfunktion
(6.3., S.104).

4. Spezifische Ausschaltung der gpr3-, 6- oder 12-Expression in Primérzellen (z.B. Endothelzellen)
mittels Antisense Oligonukleotid (ASO)-Technologie und Charakterisierung der Auswirkungen

hinsichtlich kardiovaskulérer Problemstellungen (z.B. endotheliale Dysfunktion) (6.4., S.107).

Zusétzliche interessante Aspekte, die sich aus den einzelnen Arbeitsschritten ergeben, werden in die
Untersuchungen miteinbezogen.
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III Material und Methoden

1. Molekularbiologische Methoden

1.1.  Isolierung von Nukleinsiuren

1.1.1. RNA-Isolierung aus komplexen Organen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus komplexen Organen der Ratte erfolgt unter der Verwendung des
»RNeasy Maxi-Protokolls fur die Isolierung totaler RNA aus tierischen Geweben” nach Angaben des
Herstellers (Qiagen). Fir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Herzen wird das vom Hersteller
empfohlene, modifizierte Protokoll mit einem zusétzlichen Proteinase K-Inkubationsschritt verwendet.
Es werden Ausbeuten von 1-2mg bzw. 0,5-1mg Gesamt-RNA pro 700mg Nieren- bzw. 500mg
Herzgewebe erhalten (Lagerung bei -80°C).

1.1.2. RNA-Isolierung ausisolierten Zellen

Gesamt-RNA proliferierender Zellen wird mit Hilfe des TRIZOL-Reagenz (GIBCO) nach Angaben des
Herstellersisoliert (Protokoll fir die Isolierung von RNA aus Monolayer-Kulturen).

Pro 10 cm? K ulturflache werden Ausbeuten von 15-20mg Gesamt-RNA erhalten (Lagerung bei -80°C).

Neben der spektroskopischen Quantifizierung (RATIO 1,8-2,0) dienen Ergebnisse von
Gelelektrophorese und PCR-Reaktion als Qualitétskriterien fir dieisolierte Gesamt-RNA (Abb.6, S.27).
DNA-Kontaminationen in Gesamt-RNA-Prdparationen werden durch Negativ-Amplifikationen eines
Standard-Haushaltsgens (z.B. GAPDH) ausgeschl ossen.

A

e LR : -4— 18SrRNA
- -y l ': -€— 15SrRNA

800bp

2 3 4 5 6 7

Abb.6  Beurteilung von RNA-Qualitit. A: 500ng Gesamt-RNA (Proben 1-8) werden in einem 1%
Agarose/Formaldehyd-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mit EtBr angefdrbt. Amplifikation des
GAPDH-Gens in Gesamt-RNA (B) und cDNA(C) am Beispiel eines HUVEC Scherstress (SS)-
Experiments. Der negative Nachweis des Haushaltsgens GAPDH in 750ng Gesamt-RNA wird als
Kriterium zum Ausschlufp von DNA-Kontaminationen angesehen (B). Nach cDNA-Synthese kann mit
Hilfe der GAPDH-primern das GAPDH-Gen amplifiziert werden (C) (M:250kb Standard, 1:1h SS, 2:2h
SS, 3:4h SS, 4:8h SS, 5:12h SS, 6:KO, 7: GAPDH-Kontrolle).
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1.1.3. Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmidpréparationen aus E.coli-Ubernachtkulturen werden standardméiig mit Komplettsystemen der
Firma Qiagen durchgefiihrt. Plasmide, die zur Herstellung stabiler Zelllinien vorgesehen sind (z.B.
pPEAKS), werden unter Endotoxin-freien Bedingungen isoliert.

Plasmid-DNA wird in TE-Puffer (10mM Tris, ImM EDTA, pH=7,4) aufgenommen und bel 4°C bzw.
-20°C gelagert.

Tabelle4 verwendete Plasmide

Invitrogen LifeTechnologies, USA pcDNA3.1, pcDNA1.1

Roche Diagnostics, Schweiz pSPT18
Clontech Laboratories, USA pTAdv, pEGFP-N3
Edge Biosystems, USA pEAKS

Startagene Cloning Systems, USA pCR-Script Cam(+)

Tabelle5 RNA-Quellenangaben, Organe

Invitrogen Life Technologies, USA Discovery line human normal brain mRNA,
mouse testis total RNA

Aventis Pharma, Deutschland Dahl Ratte (alt), totale RNA aus Hirn und Herz
Wistar Ratte (jung), totale RNA aus Hirn

Prof. Bohm, Klinik 111 fur Innere Medizin der | Gesamt-RNA aus Kardiomyozyten der Ratte (neonatal)
Universitét zu Koln

Tabelle6 Material zur Isolierung von Nukleinsduren

GIBCO RBL, Life Technologies, Eggenstein TRIZOL Reagent

Qiagen GmbH, Hilden RNeasy Maxi Préparation Kit, RNase-free DNase Set
QIAfilter Maxiprep Kit

QIAprep spin Miniprep Kit

QIAfilter Maxiprep Kit, endotoxin-free

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Proteinase K
DEPC, 0,1% (v/v) DEPC in Millipore H,0, autoklaviert

1.2.  Polymerasekettenreaktion

DiePCR (polymerase chain reaction) (Mullis & Faloona, 1986) ist ein in vitro-V erfahren zur selektiven,
enzymatischen Vermehrung einer DNA-Sequenz mit Hilfe thermostabiler DNA-Polymerasen (z.B. taq,
pfu). Eine PCR ist eine Abfolge von 25-35 Zyklen, jeweils bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung
und DNA-Synthese.

Die Einsatzmdglichkeiten der PCR-Technologie sind vielféltiger Natur und reichen von qualitativen und
guantitativen Nachweismethoden Uber Mutagenese, Markierungsreaktionen (z.B. Digoxigenin) bis zu
Subklonierungen.
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1.2.1. Standard-PCR

Routinemalig wird der Amplitag Gold-Polymerase Kit (Perkin Elmer) fur PCR-Amplifikationen
eingesetzt. Tag-PCR-Produkte kénnen aufgrund einzelner 3‘-A-Uberhdnge im Rahmen sogenannter
PCR-Produkt-Klonierungen direkt in entsprechende TA-Klonierungsvektoren ligiert werden (1.5.,
S.33).

Taq-PCR-Ansatz (50m): 5m 10 x Amplitaq Gold-Reaktionspuffer

1M primer (for) 10pmol/m
1M primer (rev) 10pmol/m
100ng DNA template

8m dNTPs (je 1,25umol)
xm H,0O

0,5mM Amplitaq Gold-Polymerase (5U/m)

Das Amplitag Gold-PCR-Programm umfaldt folgende Schritte: 94°C 10min (Aktivierung und
Denaturierung), 35 Zyklen & (94°C 1min, 60°C 1min, 72°C 1min), 72°C 10min, 4°C.

Die Pfu-Polymerase (Promega) wird aufgrund ihrer katalytischen 5°- und 3‘-Exonukleasefunktion
insbesondere fir PCR-Amplifikationen eingesetzt, bel denen Punktmutationen bzw. Fehler bei der
Amplifikation zu vemeiden sind (z.B. Gen-Klonierungen aus cDNA, Umklonierungen in
Expressionsvektoren etc.). Pfu-PCR-Produkte weisen blunt-ends auf; flr direkte PCR-Produkt-
Klonierungen kommen spezielle blunt-end-Klonierungsvektoren zum Einsatz (1.5., S.33).

Pfu-PCR-Ansatz (50m): 5m 10 x Pfu-Reaktionspuffer

1m primer (for) 10pmol/m
1m primer (rev) 10pmol/m
100ng DNA template

5m dNTPs (2,5mM)

xm H,O

1m Pfu-Polymerase (5U/m), hot-start

Das Pfu-PCR-Programm umfal3t folgende Schritte: 95°C 2min (Denaturierung) 25 Zyklen a(94°C 1min,
50°C 1min, 72°C 3min), 72°C 10min, 4°C.

1.2.2. PCR-Screening

Im Gegensatz zum analytischen Restriktionsverdau wird beim PCR-screening die Anwesenheit eines
inserts per PCR nachgewiesen: Eine Bakterienkolonie einer Selektionsplatte wird mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und in 10m sterilem H,O resuspendiert. 5m dieser Bakteriensuspension werden
in2ml LB- bzw. 2Y T-Medium tberfiihrt, um eine Ubernachtkultur als Sicherheitskopie anzuimpfen; die
verbleibenden 5m werden a's template in einer PCR-Reaktion eingesetzt.
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Das Bandenmuster elektrophoretisch aufgetrennter PCR-Ansétze identifiziert Klone mit insert (z.B.
Abb.7A, S.35).

PCR-Screening-Ansatz (10m): 5ni Zellenin H,0

1m 10 x Tag-Reaktionspuffer
0,6m MgCl,

0,5m primer (for) 10pmol/ m
0,5m primer (rev) 10pmol/ m
0,2m Tag-Polymerase (2,5U/ m)
0,5m dNTPs (2,5mM)

1,5m H,0

Nach Lyse der Bakterien (3min, 94°C) werden 25 PCR-Zyklen a (1min 94°C, 1min 55°C, 1min 72°C)
mit einer Taq-Polymerase durchgefiihrt.

1.2.3. Spezielle PCR-Anwendungen

Die Amplifikation GC-reicher DNA-Sequenzen gestaltet sich aufgrund starker intramolekularer
Sekundarstrukturen meist schwierig, da entsprechende DNA-Molekile bei  konventionellen
Schmelztemperaturen (94°C) nicht/kaum denaturieren und so ein effizientes primer annealing
erschweren. Der GC-Melt Kit (Clontech) verbessert die Amplifikation GC-reicher Sequenzen durch
Zusétze von Sekundérstruktur-destabilisierenden Reagenzen.

GC-M€lt-PCR-Ansatz (50ul): 10pl 5x GC cDNA PCR Puffer

10ul GC Mélt (5M)

1pl 50x ANTP Mix (je 10uM)
2ul primer (for + rev) je 10uM
1pl DNA template

25ul H,O

1ul Advantage-GC cDNA Polymerase Mix (50x)

Eine PCR-Reaktion verlauft Uber 1min, 94°C (Denaturierung), 30 Zyklen a (94°C 30sec, 68°C 3min),
68°C 3min, 4°C.

124. Tagman-PCR

In einer Kollaboration mit Dr. Ali Ardati (Aventis Pharma, USA, ZNS-Forschung) ist die Expression der
humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 mit Hilfe spezifischer Tagman-Sonden in einem Echtzeit-RT-PCR-
Ansatz (je 40 PCR-Zyklen & 95°C, 15sec, 60°C, 1min, 100nM Tagman Sonde, 50nM primer, 25Ul
Resaktionsansatz, PCR-Kit Perkin Elmer, Angaben Dr. Ardati) charakterisiert worden. Die Optimierung
der Sonden, die Versuchsdurchfiihrung sowie die Analyse der PCR-Daten ist durch Dr. Ardati erfolgt.
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Tabelle7 Tagman-Sonden fir gpr3, 6 und 12

Name Sequenz 5'-3' mer

gpr3-KU37-for GAG AGA CTC CCA CCA CGT ATCC 22mer
gpr3-KU38-rev TGA CCA AGCTGGGTGATGG 19mer
gpr3-Tagman Sonde FAM-CCT CACCCCCTCCAGACCCCA A-TAMRA 22mer
gpr6-KU-39-for TGT CCT CTCACCAACACCACA 21mer
gpré-KuU40-rev AGA GTT CGT CAG CAGGCA CC 20mer

gpré-Tagman Sonde FAM-CCCAACAAGCCA GCCTTT GGT AAG C-TAMRA | 25mer

gpr12-KU35s-for ACGCCCATCAGA TAGCCCT 19mer
gpr12-KU36-rev TTT CCG GGT GGT CACATA GTG 21mer
gprl2-Tagman Sonde FAM-CAG CACCACTTC CTG GCC ACG TC-TAMRA 23mer

1.25. RT-Reaktion und cDNA

Die RT-PCR-Technologie ermdglicht den sensitiven Nachweis von Genexpression auf der Ebene der
Transkription. Im Rahmen dieser Arbeit wird der ProSTAR First Strand-RT-PCR-Kit zur Herstellung
von cDNA aus Gesamt- oder poly-A*-mRNA-Préparationen verschiedener Quellen verwendet. mRNA
(100ng poly-(A)*-mRNA bzw. 5ug Gesamt-RNA) wird hierbei durch die enzymatische Katalyse der
MMLV-RT (moloney murine leukemia virus reverse transkriptase) mit oligo-d(T),g-primern in CONA
umgeschrieben (1h 37°C, siehe Angaben des Herstellers).

5m des cDNA-Ansatzes (50ul) dienen as tremplate fur folgende PCR-Reaktionen (1.2.1., S.29). Die
umfangreichen Studien zur Gewebeverteilung sind durch kommerziell verfligbare humane cDNASs

nicht-pathol ogischen Ursprungs ergénzt worden.

Tabelle 8

Material fur PCR

Clontech Laboratories, USA

Advantage-GC cDNA Polymerase Mix,
GAPDH-Sonde

human smooth muscle Quick-clone cDNA
human whole brain Quick-clone cDNA

Invitrogen Life Technologies, USA

human cDNA liver right lobe, human cDNA kidney, human
cDNA fetal heart, human cDNA aorta, human cDNA heart,
human cDNA left atrium, human cDNA left ventricle, human
cDNA right ventricle, human cDNA right atrium

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Tag-DNA-Polymerase Kit, 2,5mM dNTPs

New England Biolabs, Schwalbach

oligo-(dT),gprimer, MMLV reversetranskriptase + MMLV 10x
Reaktionspuffer

Perkin Elmer, Langen

Amplitaq Gold-Polymerase Kit, Gene Amp dNTPs, 1,25umol
stock

Promega, Mannheim

pfu-Polymerase + 10xPuffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

DMSO

Startagene Cloning Systems, USA

ProSTAR First Strand RT-PCR Kit
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1.3.  Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiduren

Die elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren zwischen 50bp und mehreren Kilobasen erfol gt
standardméldig in 0,8-1,5%igen Agarosegelen. Fir spezielle Anforderungen werden 4% NuSieve-
Agarose-Gele (Bio-Whittaker) verwendet, die sich durch ein sehr hohes AuflGsungsvermdgen
auszeichnen.

In dieser Arbeit werden Agarosegelelektrophoresen in horizontalen Flachbettgelen mit den
entsprechenden Apparaturen durchgefihrt (BioRad). Die Anférbung von Nukleinsduren erfolgt mit
Ethidiumbromid (Etbr), das Agarose-Gel und Laufpuffer beigemischt wird. Die Auswertung der
Bandenmuster erfolgt in einer Geldoc-Station unter UV-Licht (I =254-366nm).

1.3.1. DNA

Agarose wird entsprechend der gewiinschten Konzentration des Gels (0,8-1,5% bzw. 4%) eingewogen,
in 1x TAE Puffer (40mM Tris-Azetat, ImM EDTA) aufgenommen und in der Mikrowelle durch
Aufkochen gel6st. Die flUssige Agarose wird auf ca. 50°C abgekihlt, mit 0,1ug/ml Etbr versetzt und in
eine mit einem Kamm versehene Gelkammer gegossen. Nach ca. 15min wird das ausgehértete
Agarosegel in eine mit 1x TAE-Puffer (0,05mg/ml EtBr) gefiillte Elektorphoresekammer gelegt und der
Kamm herausgezogen. DNA-Proben werden 1.5 mit Auftragspuffer versetzt und paralel zu
Mol ekul argewichts-Standards aufgetragen. Die elektrophoretische Separierung wird fir 30 bis 60min
bei 100 V (RT) durchgefihrt.

Es wird prinzipiell zwischen analytischen und préparativen Agarosegelen unterschieden. Zur Prifung
eines PCR-Ergebnissses oder eines Restriktionsverdaus wird ein analytisches Agarosegel mit 20mi-
Proben eingesetzt; préparative Gele (50-100m-Proben) dienen der Reinigung einer DNA-Bande durch
anschliefRende Gelextraktion. Hierfr wird eine DNA-Bande unter UV-Licht aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und nach Angaben des Herstellers aus der Agarose extrahiert (Gel Extraction Kit,
QIAGEN).

132. RNA

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgt in MOPS/Formal dehyd-Agarosegelen (1-1,5%
Agarose, 2% Formaldehyd). Bei der Herstellung des Gels sowie der Durchfhrung der Elektrophorese
ist auf konsequent RNase-freies Arbeiten zu achten (ausgebackene Glasgefalde, tray, Kamm und
Gelkammer mit RNA-Zap auswischen, DEPC-vorbehandeltes H,0).

M OPS/Formaldehyd-Agarose-Gel (100ml): 1g Agarose

90ml H,O (RNase-frei)

5ml 20x MOPS
(400mM MOPS, 160mM NaOAc, 20mM EDTA,
pH=7, autoklaviert in RNase-freiem H,0)

5ml Formaldehyd
(1m EtBr)
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Die Agarose wird in 1x MOPSin der Mikrowelle aufgekocht, auf ca. 50°C abgekhlt, mit Formaldehyd
versetzt und abschlief3end in eine mit einem Kamm versehene Gelkammer gegossen. Auf den Zusatz von
EtBr wird fur Northern Blots verzichtet. Das ausgehartete Gel wird in eine Gel-Kammer mit 1x MOPS-
Laufpuffer gelegt und der Kamm herausgezogen. RNA-Proben (5ug Gesamt-RNA bzw. 1ug Poly-(A)*-
MRNA) werden 1:3 mit RNA-Ladepuffer (Sigma) versetzt, 10min bei 65°C denaturiert und
anschlieflend auf Eis gestellt. Die Proben werden in die trockenen Gel-Taschen gefillt und
gegebenenfalls mit Ladepuffer aufgefillt. Nach Einlaufen der Proben in das Gel (80V, ca. 5min) wird
das Gel komplett mit 1x MOPS-Laufpuffer Uberschichtet. Die elektrophoretische Auftrennung der
RNA-Proben erfolgt bei 80V fur 1-2h bzw. bei 15V Uber Nacht unter Rihren des Laufpuffers. Bis zum
Transfer der Gelbanden auf eine Nylonmembran verbleibt das Gel in der Gelkammer.

Tabelle9 Material Elektrophorese

Bio-Whittaker, Belgien Nusieve Agarose
BioRad Laboratories, USA Ethidiumbromid L8sung (10mg/ml)
Eppendorff, Hamburg 50x TAE-Puffer
GIBCO BRL, Life Technologies, Karlsruhe Agarose
MBI Fermentas, St. Leon-Roth DNA Probenpuffer (6x)

1kb- 250bp-, 100bp-, 50bp-DNA-Leiter
Qiagen GmbH, Hilden Gel Extraction Kit
Roche Diagnostics, Schweiz DIG-markierte RNA-Marker 11 + 11
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen RNA sample loading Buffer (3x)

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure), 20x Stock-
Ldsung in H,0O (RNase-frei)

1.4.  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Eine wassrige Nukleinsdure-L6sung (RNA oder DNA) wird 1:100 oder 1:50 in H,O verdinnt und die
Extinktion bzw. optische Dichte (OD) in einem Spektral-Photometer (GeneQuant II, RNA/DNA
Calculator, Pharmacia Biotech) bei | =260nm gegen reines H,O bestimmt (Quarzkuvetten). Das
Verhdtnis ODgonm/OD2gonm 1t €in Kriterium fir die Reinheit einer Probe, wobei Werte von 1,8-2,0
nahezu reinen Nukleinsdure-L 6sungen entsprechen.

1.5.  Subklonierung

Klonierungen bzw. Subklonierungen werden entsprechend molekularbiologischer Standardmethoden
(Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt. Die Abb.8, S.37 gibt einen Uberblick tiber im Rahmen dieser
Arbeit hergestellte Konstrukte von gpr3, 6 und 12.

In einem praparativen Restriktionsverdau werden DNA-Fragmente bzw. Plasmide unter Erzeugung
spezifischer 5°- und 3‘-Enden geschnitten (50pl-Ansatz, 2h). Restriktionsverdaute DNA-Fragmente
werden Uber ein praparatives Agarosegel aufgetrennt, durch Gelextraktion in hoher Reinheit
zuruickgewonnen und zur Ligation eingesetzt.
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Restriktions-Ansatz (50m):

Uhlenbrock

1ug Plasmid-DNA

Restriktionsenzym 1 (4U )

Restriktionsenzym 2 (4U)

5m 10 x Restriktionspuffer, w/o BSA (100nmg/ml)
xm H,0O

Entsprechend der Herstellerempfehlungen werden folgende Reaktionspuffer eingesetzt:

Restriktionsenzym (€) verwendeter Puffer

HindlIIl NEB2 + BSA

HindlIIl/ Xbal NEB2 + BSA

BamHI BamHI-Puffer + BSA

EcoRI/BamHI EcoRI-Puffer + BSA
EcoRI 1:10 in Diluent C
BamHI 1:10 in Diluent A

EcoRI/EcoRV EcoRI-Puffer + BSA

Katalysiert durch DNA-Ligasen werden kovalente Verknipfungen zwischen 5’ -Phosphat- und 3'-OH-
Gruppen komplementérer 5'- und 3' - Enden zu einem Strang bzw. Ring hergestellt. Standard-Ligationen
werden mit der T,-DNA-Ligase und einem molaren Verhdltnis Vektor:insert von 1:2 durchgefuhrt.

Die Komponenten des Ansatzes werden auf Eis zusammenpipettiert, gemischt und tiber Nacht bei 16°C
(ca. 16h) inkubiert. Der Einsatz einer fast-link DNA-Ligase (Epicentre Technologies) verkirzt die
Ligationsreaktion auf 5min bzw. 15min bei sticky bzw. blund ends (siehe Angaben desHerstellers). Nach
Hitzeinaktivierung (10min, 65°C) wird der Ligationsansatz zur Transformation von kompetenten E.

coli-Zellen eingesetzt (2.3., S.42).

T,-Ligase-Ansatz (20m):

1-2m restriktionsverdaute Plasmid-DNA

1-6m restriktionsverdautes insert

2m T,-DNA-Ligase 10x Puffer+ATP
1m T,-DNA-Ligase (2,5U/n)

x M H,0
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A gpr3 gpré gpri2 B gpr6-GFP

-— 1,9kb

- 1.2kb
~&— ,75kb

12345M12345M12345 M 12345678 91011M2M3

Abb.7  Nachweismethoden eines inserts. A: ldentifizierung von Klonen im Vektor pSPT18 per PCR-
Screening. Je 5 Kolonien einer Selektionsplatte werden einem PCR-Screening unterzogen und die PCR-
Ansdtze anschlieffend elektrophoretisch aufgetrennt (M: 250bp Standard, 1-5: Klone 1-5). B:
Restriktionsverdau-Analyse des gpr6 in pEGFP-N3 (M: 1kb Standard, 1: pEGFP, unverdaut, 2: pEGFP,
Notl, 3: pEGFP, Notl/BamHI, 4: pEGFP, Notl/EcoRl, 5:pEGFP, EcoRl/BamHI, 6: gpr6 PCR-Produkt
(primer 29/31), 7: pEGFP/gpr6, unverdaut 8: pEGFP/gpr6, Notl, 9: pEGFP/gpr6, Notl/BamHI, 10:
PEGFP/gpr6, Notl/EcoRI, 11:pEGFP/gpr6, EcoRl/BamHI, M2: 250bp Standard, M3:1kb Standard).

Es existieren mehrere Methoden, um PCR-Produkte direkt nach ihrer Amplifizierung ohne einen
vorherigen Restriktionsverdau effizient zu ligieren: Tag-PCR-Produkte (3'-A-Uberhange) werden mit
Hilfe des TA-Klonierungs-Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in den linearisierten,
dephosphorylierten Vektor (pT-Adv) ligiert (14°C, 4-16h), anschlielfend in kompetente E.coli-Zellen
transformiert und Uber Blau-Weil3-Selektion (LB-Platte mit 40m X-Gal, 20mg/ml in DMF+Amp)
selektioniert. blunt-end Pfu-PCR-Produkte werden mit Hilfe des pCR-Script Cam(+) (Stratagene)
subkloniert. Die Ligation erfolgt fur 1h bei RT, anschlief3end wird der Ligationsansatz hitzeinaktiviert,
in kompetente E.coli-Zellen transformiert und auf Chloramphenicol (Cam) selektiert.

Analytischer Restriktionsverdau (20ul-Ansatz, 500ng DNA, 1h) oder PCR-Screening (1.2.2., S.29)
werden zur lIdentifizierung von Plasmiden bzw. Klonen mit insert herangezogen (Abb.7, S.35).

Tabelle10 Material Subklonierung

Clontech Laboratories, USA TA-Cloning Kit pT-Adv

New England Biolabs, Schwalbach EcoRI, EcoRV, BamHI, Xbal, HindIII + 10x Puffer
T,-Ligase + 10X Puffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen X-Gal, 20mg/ml Stock in DMF, -20°C

Stratagene Cloning Systems, Heidelberg pCR-Script Cam(+) Ligation Kit

Epicentre Technologies, USA Fast Link DNA Ligation Kit

1.6.  Reinigung von Nukleinsiuren

1.6.1. Phenol-Chloroform-Extraktion

Eine wéssrige DNA-L6sung (100-400m) wird mit einem Volumen Roti-Phenol/Chloroform (Sigma)
versetzt und nach der Phasentrennung (14000rpm, 3min, RT) sauber abgenommen, wéhrend die
proteinhaltige Interphase und die untere organische Phase verworfen werden. Bel  starker
Proteinkontamination wird die Extraktion mit Phenol/Chloroform wiederholt.
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In der wassrigen Phase gel 6stes Phenol wird durch Zugabe eines V olumens Chloroform/lsoamylakohol
(24:1) extrahiert. Nach der Phasentrennung (s.0.) wird wiederum die obere, wassrige Phase
abgenommen und enthaltene DNA durch Ethanol geféllt (1.6.2., S.36).

1.6.2. Ethanolfallung von Nukleinsduren

Wassrige L 6sungen von DNA oder RNA werden mit 1/10-Volumen 3M Natriumazetat, pH 5,2 und dem
2,5-fachen Volumen an eiskaltem 100%-igen Ethanol versetzt und mindestens eine Stunde bei -80°C
oder Uber Nacht bei -20°C gekihlt. Prézipitate werden abzentrifugiert (30min bei 14000rpm, 4°C) und
zur Reduktion verbleibender Salze mit 70% eiskaltem Ethanol (RNAse-frei fir RNA) gewaschen und
erneut sedimentiert (s.0.). Der EtOH-Uberstand wird komplett abgezogen und das Nukleinsiure-Pellet
kurz an der Luft getrocknet. Abschlief3end werden die Nukleinsduren in wéassrigem Puffer (EB-Puffer
fur DNA bzw. H,O (RNase-frei) fir RNA) aufgenommen und bei -20°C (DNA) bzw. -80°C (RNA)

gelagert.

Tabellell Materia zur Reinigung von Nukleinsiuren

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Roti-Phenol/Chloroform
Chloroform/lIsoamylalkohol 24:1
Ethanol

Natriumazetat, 3M pH=5,2, steril

1.7. DNA-Sequenzanalyse

Produkte aus PCR-Amplifikationen werden vor ihrer weiteren Verwendung, z.B. Umklonierung in
Expressionsvektoren, sequenzanalytisch untersucht (Methode nach Sanger et al., 1977).

500ng Plasmid-DNA oder 100pg eines PCR-Produkts (100-1000bp) werden entsprechend der Angaben
des Herstellers (Perkin EImer) einer Sequenzierreaktion per cyle-sequencing-PCR (25 Zyklen & (96°C
10sec, 50°C 5sec, 60°C 4min), 4°C) zugefuhrt und anschlieflend tber Clean-up-colums (Qiagen)
gereinigt. Die Sequenzanalyse erfolgt mit dem ABI PRISM ™-System und einer K ombination von vier
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen per Kapillarelektrophorese (Abi 310, Perkin Elmer).

Seguenzierungs-Ansatz (20m): 500ng Plasmid-DNA oder
100pg PCR-Produkt

4m big dye Mix
1m primer for oder rev (10nmol)

x M H,0

Tabelle12 Materia fur DNA-Sequenzierung

Merck, Darmstadt LiChrosolv H,O
Perkin Elmer, Langen big Dye Terminator Cycle Sequencing-Kit
Qiagen GmbH, Hilden Clean-up-colums
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Abb.8 gpr3, 6 und 12-Konstrukte. Die Umklonierung in pEAKS ist von U. Stillger und die Herstellung

des gpr6(RSR->AAA)-GFP-Konstruktes von S. Otto vorgenommen worden. Bis auf die pSPTIS-

Konstrukte enthalten alle inserts die Kozak-Sequenz (Kozak et al., 1986).
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1.8.  Northern Blot-Analyse

Die Herstellung sowohl Digoxygenin (DIG)-markierter antisense RNA-Sonden als auch die Detektion
von RNA-Hybriden GUber eine Chemilumineszenz-Reaktion wird im Rahmen dieser Arbeit mit
kommerziell verfugbaren Kits der Firma Roche durchgefihrt. Protokolle werden den
Arbeitsvorschriften des Herstellers enthommen.

1.8.1. Sondenherstellung

Diekodierenden Bereichevon gpr3, 6 und 12 werden in den Vektor pSPT 18 (Roche) subkloniert (Abb.8,
S.37), linearisiert, durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (1.6.1., S.35) gereinigt und in einer T7-
RNA-Polymerase-katal ysierten Reaktion mit DIG-Uracil markiert (in vitro-Transkription).

Markierungreaktion (20ul): 1ug template-DNA (linearisiert)

2ul NTP-Markierungs-Gemisch
2ul 10x Transkriptionspuffer
1pl RNAse-Inhibitor

xpl Ho,O (RNase-frei)

2ul T7-RNA-Polymerase

Der Reaktionsansatz wird auf Eis zusammenpipettiert und fir 2h bei 37°C inkubiert. Zur abschlief3enden
Degradierung des DNA-templates werden 2ul DNasel, RNase-frei (15min, 37°C) und abschliefiend 2l
EDTA (0,2M, pH=8) zugesetzt. Der Markierungsansatz wird mit H,O (RNase-frei) auf 100pl aufgefullt
(+76ul) und bei -80°C gelagert. Zur Quantifizierung der Markierung wird ein Tupfel-Test (1.8.2., S.38)
durchgefhrt.

1.8.2. Tipfel-Test

Die Ausbeute einer Markierungsreaktion wird mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe der DIG-markierten
Sonde bestimmt (Tabelle 13, S.39).

Je 1ul der Verdinnungsstufen 5-12 (10pg/ul - Opg/ul) werden paralel zur einer Kontroll-RNA (Roche
Kontrollreaktion) auf eine 2,5x5cm Nylonmembran getropft. Die Membran wird durch Auflegen auf
2xSSC getranktes Whatmanpapier befeuchtet, die RNA durch UV-Crosslink fixiert und die DIG-
Markierung Uber einen DIG-Antikérper (Roche) quantifiziert (1.8.4., S.40) (Abb.9, S.39).

Fur eine Northern Blot-Hybridiserung werden 100ng DIG-markierter RNA-Sonde pro ml
Hybridisierungsl 6sung empfohlen.
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Tabelle 13 Verdunnungsreihe Tupfel-Test

Gefald RNA [ul] aus DEPC- Gesamtvo- | Verdinnung | Endkonzen-

Nr. Gefal H,0O [pl] lumen [pl] tration

1 2ul aus Original/ 198 200 1:100 Ing/ul
Kontrolle

2 15ul aus (1) 35 50 1:33 300pg/ul

3 5ul aus (1) 45 50 1:10 100pg/ul

4 5ul aus (2) 45 50 1:10 30pg/ul

5 5ul aus (3) 45 50 1:10 10pg/l

6 5ul aus (4) 45 50 1:10 3pg/pl

7 5ul aus (5) 45 50 1:10 Ipg/ul

8 5ul aus (6) 45 50 1:10 0,3pg/pl

9 5ul aus (7) 45 50 1:10 0,1pg/ul

10 5ul aus (8) 45 50 1:10 0,03pg/ul

11 5ul aus (9) 45 50 1:10 0,01pg/ul

12 0 50 50 - 0

Kontrolle | @ @& @ ® ‘
e o

gpr3 [
gpré . * & .
J
gprl2 ® =+ 8 . ‘
5 6 7 8 9 10 11 12

Abb.9 Tiipfel-Test. Detektion der DIG-markierten RNA-Sonden von gpr3, 6 und 12: Spot 5 (10pg/ul),
Spot 6 (3pg/ul), Spot 7 (Ipg/ul), Spot 8 (0,3pg/ul), Spot 9 (0,1pg/ul), Spot 10 (0,03pg/ul), Spot 11
(0,001pg/ul), Spot 12 (Opg/ul). Bei positiver Detektion des 0,1pg/ul Spots (Spot 9) kann von einer
optimalen Markierungsausbeute von 100ng/ul ausgegangen werden.

1.8.3. Kapillarblot

Der Transfer elektrophoretisch separierter RNA-Banden (1.3.2., S.32) auf eine Nylon-Membran erfolgt
durch einen Kapillarblot. Das Gel (9x15cm) wird zur Reduktion der Formaldehyd-K onzentration und
Aquilibrierung in 20x SSC-Puffer inkubiert (10min, RT, Schiitteln) und anschlief}end seitenverkehrt, mit
der RNA-Seite nach unten, auf eine Bricke aus feuchtem Whatmanpapier (9x25cm) gelegt, welche
beidseitig in ein Pufferreservoir aus 20x SSC-Transferpuffer eintaucht. Luftblasen werden mit einer
sterilen Plastikpipette entfernt. Auf das Gel werden nacheinander eine Nylon-Membran (9x15cm), 3
Stiicke Whatmanpapier (9x15cm), ein ca. 10cm-Stapel saugfahiges Haushaltspapier (ca. 10x16¢cm), eine
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Glasplatte und ein 500g Gewicht geschichtet. Der Transfer erfolgt Gber Nacht (ca. 16h) bei RT.
Nach UV-Crosslink der RNA auf der Membran (beidseitig) und kurzem Waschen in H,O (RNase-frei)
wird die Membran in Plastikfolie eingeschwei 3t und bis zur Hybridisierung bei 4°C gelagert.

1.8.4. Hybridisierung und Detektion

Die DIG-markierte-RNA-Sonde (100ng/ml Hybridisierungsiosung = 1pl Sonde/ml bei Detektion des
Spot Nr.9) wird zur Zerstérung von RNA-Sekundérstrukturen 5min bei 100°C in einem PCR-Block
denaturiert (Verdinnung in H,O (RNase-frei) zur Reduktion von Kondensationsverlusten), im Eisbad
abgekihlt und anschlieffend in Hybridisierungslésung (DIG Easy Hyb, 68°C) in einer DEPC-
behandelten und autoklavierten Hybridisierungsréhre (mit Hilfsmembran, 10x15cm) eingesetzt (Tabelle
14, S.40).

Die Detektion von RNA-Hybriden erfolgt nach mehreren Waschschritten tiber eine Chemilumineszenz-
Reaktion des Substrats CPD-Star. Prinzip des Nachwei sesist die enzymatische Dephosphorylierung von
Antikorper-RNA-Konjugaten durch die Alkalische Phosphatase und die Ausbildung eines metastabilen
Phenolat-Anions, welches beim Zerfall detektierbares Licht der Wellenlénge | =477nm emittiert.

Tabelle 14 Detektion des Northern Blots

Préhybridisierung 68°C, 30min DIG Easy Hyb (15ml)

Hybridisierung 68°C fir 16h 100ng RNA-Sonde/ ml (denaturiert) in DIG Easy Hyb (7ml)

low-stringency 2x5 min, RT 2xSSC, 0,1% SDSin H,O (RNase-frei) (15ml)

Waschen

high-stringency 2x15min, 68°C 0,1xSSC, 0,1% SDSin H,0 (RNase-frei) (15ml)

Waschen

Aquilibrierung 2min, RT DIG-Waschpuffer (15ml)

Blocken 30min, RT DIG-Block-Puffer (15ml)

Inkubation 30min, RT Anti-DIG 1:10000 in DIG-Block-Puffer (20ml)
(AK-Aggregate vorher sedimentieren, 5min, 13.000rpm)

Waschen 2x15min, RT DIG-Waschpuffer (15ml)

Aquilibrierung 5min, RT Detektionspuffer (15ml)

Detektion 5min, RT CDP-Star 1:100 in Detektionspuffer (0,5-1ml)

Fir die Detektion wird die Membran aus der Hybridisierungsréhre herausgenommen und zusammen mit
dem Chemilumineszenz-Substrat |uftblasenfrei in Klarsichtfolie eingeschweif3. Die Detektion des
Chemilumneszenz-Signals erfolgt an der Canon-Geldoc-Station (15sec-10min Exposition).

1.8.5. Herunterwaschen von RNA-Sonden (strippen)

Das Herunterwaschen von RNA-Sonden von der Membran erfolgt unter denaturierenden Bedingungen
(50% Formamid, 5% SDS, 50mM Tris/HCI) wahrend 2 x 60min Inkubation in einem Schiittel wasserbad
bei 80°C. Anschlieflend wird die Membran kurz in 2xSSC gewaschen und kann erneut zur
Hybridisierung verwendet werden.

Die Vollstandigkeit des Herunterwaschens wird durch negativ-Detektion Uberprift.
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Tabelle1l5 Material fir Northern Blot

Uhlenbrock

Clontech Laboratories, USA

multi-tissue Northern blot, human
cardiovascular Northern blot, human

GIBCO RBL, Life Technologies, Karlsruhe

RNase Away

Roche Diagnostics, Schweiz

DIG RNA Labeling Kit (SP6/ T7)

DIG Easy Hyb

DIG Wash and Block Buffer Set
Anti-DIG-AP, CDP-Star

DIG-RNA molecular weightmarkers |l + 111
Nylon Membranes, positively charged
[3-actin Sonde, DIG-markiert

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

10% SDS, DNase-, RNase free
20xSSC, DNase- and RNase-free
Tris1M

2. Mikrobiologische Methoden

2.1.  Kultivierung von E.coli

Zum Zweck der Plasmidprdparation werden 2,5ml bzw. 100ml Medium (Tabelle 16, S.41) incl.
entsprechender Selektionsantibiotika (Tabelle 17, S.41) mit einzelnen E.coli-Klonen einer
Selektionsplatte angeimpft und Uber Nacht kultiviert (37°C, 250rpm). Alternativ erfolgt das Animpfen
mit 50ul einer Glyzerinkultur des entsprechenden Klons (2.2., S.41) bzw. 5ul eines frischen

Transformationsansatzes (2.3., S.42).

Tabelle16 Medien fir E.coli

LB-Medium / Liter:

2YT-Medium/ Liter:

NaCl 10g NaCl 59
Bacto-Trypton 10g Bacto-Trypton 169
Bacto-Y east 59 Bacto-Y east 10g
flr Festmedien werden 15g/| Agar zugegeben, fur Festmedien werden 15¢/| Agar zugegeben,
autoklavieren autoklavieren
Tabelle17 Antibiotika
Ampicillin 50 mg/ml in H,0, -20°C (1:500)
Kanamycin 25mg/ml in H,0, -20°C (1:500)

Chloramphenicol

50mg/ml in EtOH, -20°C (1:500)

2.2.  Konservierung von E.coli-Klonen

Glyzerinkulturen eines E.coli-Klons werden durch die Resuspension von 500m Ubernachtkultur in 1ml
sterilem 87%-igen Glyzerin angelegt. Die Lagerung erfolgt in 2ml Cryo-Réhrchen bei -20°C.
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2.3. Transformation von E.coli

100m kompetente E.coli-Zellen (DH5a, HB101 oder MC1061) werden auf Eis aufgetaut, mit 100ng
Plasmid-DNA oder 5m eines Ligationsansatzes versetzt und 30min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock (42°C, 45sec) wird der Ansatz fir 2min auf Eis gestellt, anschlief3end in 400m LB-Medium
Uberfuhrt und 60min bel 37°C, 250rpm geschittelt. 50-200ul des Ligationsansatzes werden auf

Selektions-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubert.

Tabelle 18 Material fir E.coli

Difco Laboratories, USA

Agar
Trypton
Bacto-Y east

Invitrogen Life Technologies, USA

Library efficiency E.coli DH5a competent cells
E.coli HB101(competent cells)
E.coli MC1061, P3 episom (competent cells)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Kanamycin
Ampicilin
Chloramphenicol

3. Zellbiologische Methoden

3.1.  Kultivierung von Siugerzellen

3.1.1. Immortalisierte Zelllinien

Die Kultivierung und Anzucht von Saugerzellen erfolgt nach dem Standardprotokol| bei 37°C, 5% CO,

und 95% RH in einem Brutschrank.

HEK293-Zellen werden zur Verbesserung der Adhésion auf Poly-D-Lysin beschichteten Oberfléachen
kultiviert (Poly-D-Lysin-Ldsung, 0,01%, 30min, 37°C, anschlief3end 3 x Waschen mit PBS).

Tabelle19 Medien

CHO-Zellmedium
Iscove Basalmedium
FCS

Gentamycin (500x)
0,2M L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin
sterilfiltrieren (0,2pm)

500ml
50ml
0,5ml
5mi
5mi

HEK293-Zellmedium

DMEM + Glutamax 500ml
FCS 50ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
1M HEPES pH=7,0 12,5ml
sterilfiltrieren (0,2um)

Freezing-Medium
FCS
DMSO

90%
10%

HEK293 (PSC)-Zellmedium

DMEM + Glutamax 500ml
FCS 50ml
1M HEPES pH=7,0 12,5ml
Penicillin/StreptomycinsSml

G418 5ml
(Puromycin (500x) 500pl)

sterilfiltrieren (0,2um)
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Tabelle20 Kultivierte Zelltypen

human embryonic kidney (HEK293) ATTC, USA
chinese hamster ovary (CHO-K 1)

PEAK stable cells (PSC) Edge Biosystems, USA

3.1.2. Priméarzellen

Primére vendse Endothel zellen aus humanen Nabel schniiren (HUVEC) werden in EBM Bullet Medium
(Clonetics) mit Hydrocortison (1pg/ml), Rinderhirnextrakt (3ug/ml), Gentamycin (50ug/ml),
Amphotericin B (50ug/ml), epidermalem Wachstumsfaktor (10pg/ml) und 5% fotalem Kélberserum
(FCS) auf Collagen-1-beschichteten Oberflachen (0,02% HOAc/ 1% Collagen 1, 30min bel RT,
anschlieffend 3 x Waschen mit PBS) in einem 37°-Brutschrank (5% CO,, 95% RH) kultiviert .

Zum Passagieren werden die Zellen unter Verwendung eines Detach-Kits (Clonetics) trypsiniert und die
Zellzahl bestimmt (Casy Zellcounter). Nach Sedimentation (10min, 1000g, RT) werden die Zellenin der
gewunschten Zelldichte in frischem, angewdrmten Medium aufgenommen und ausgesét.

Fir die Kultivierung von HAoSM, HPASM und HCASM (Promocell) wird das vom Vertreiber
empfohlene SMG-2-Medium (Promocell) verwendet.

Tabelle21 Priméarzellen

Human umbilicus vein endothelial cells (HUVEC) Marienkrankenhaus, Frankfurt
(prépariert von E. Kessler bzw. A. Hullmann)

Human coronary artery smooth muscle cells (HCASMC) Promocell GmbH, Heidelberg
Human pulmonary artery smooth muscle cells (HPASMC)
Human Aorta smooth muscle cells (HAoSMC)

Konfluente Kulturen von HMVEC-L (EGM-2 MV-Medium, Promocell), HPAEC (ECGM-Medium,
Promaocell), HCAEC (EGM-2-Medium, Promocell) werden freundlicherweise aus dem Labor Dr.
Wohlfart (Aventis Pharma, DG Herz-Kreislauf) zur Verfligung gestellt.

3.2.  Einfrieren und Auftauen von Siugerzellen

Eine subkonfluente Monolayer-Kultur wird 2x mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA komplett
abgel6st (5min, 37°C). Die Zellen werden in 10ml Medium aufgenommen und durch Zentrifugation
(210min, 1000rpm) sedimentiert. Das Zellpellet wird in 2ml (pro T75) 90%FCS/10% DM SO (freezing-
Medium (Tabelle 19, S.42) durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren resuspendiert und & 1ml Aliquots
in sterile Cryovias (Nunc) Uberfuhrt. In Cryo-Containern (Nalgene) werden die Zellen langsam auf -
80°C abgekihlt und nach 24h in einen N,-Tank umgelagert.

Zum Auftauen von No-Kulturen werden die Zellen im Cryovia (Oberflachendesinfektion) schnell in
einem 37°C-Wasserbad aufgetaut und in warmem, frischem Medium aufgenommen. Zur Reduktion der
DMSO-Konzentration werden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert (10min, 1000rpm),
wiederum in warmem, frischem Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche ausgesét. Nach
24h wird erneut das Medium gewechselt, um DM SO-Rucksténde und tote Zellen zu entfernen.
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Tabelle22 Materia Zellkultur

Biochrom KG, Berlin fetal calf serum
Iscove Basalmedium
Clonetics/ BioWhittaker, USA EGM Bullet Medium Kit + Supplements
Reagent Pack: HBSS, Trypsin, Trypsin-Inhibitor
Collaborative biomedical Products, USA Collagen Typl, rat
Edge Biosystems, USA Puromycin (1mg/ml)
GIBCO RBL, Life Technologies, Eggenstein Dulbecco’ s Eagle Medium (DMEM) ohne Natriumpyruvat mit

4500mg/l Glucose mit Pyridoxine, 1M HEPES pH=7,0,
Penicillin /Streptomycin (10000 [U/ml - 10000mg/ml), L-
Glutamin (200mmol/l), Trypsin (mg/ml), PBS Dulbecco’s w/o
calcium and magnesium w/o sodium biscarbonate

Nalgene Nunc, USA Cryo 1°C freezing container (-1°C/min)

PAN Biotech, Aidenbach FCS charcoal stripped (FCSCYS)

Promocell GmbH, Heidelberg Smooth muscle cell growth medium-2 (SMG-2)
Roche Diagnostics, Schweiz Gentamycin 500x (25mg/ml)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen DMSO

Poly-D-Lysin Lésung

3.3.  Transfektion von Siugerzellen

3.3.1. Transiente Transfektion von Plasmid-DNA

CHO- oder HEK293-Zellen werden in geeignete Kulturschalen ausgesét (Tabelle 23, S.44) und nach
Erreichen von 30-50% Konfluenz (nach ca. 16h) nach Angeben des Herstellers mit Hilfe lipidartiger
Transfektionsmittel (uptake-enhancer) transfiziert. Das Transfektionsmittel FUGENEG (Roche) wird fir
HEK293-Z€ellen verwendet, wahrend LipofectAMINE (GIBCO) fur CHO-Zellen eingesetzt wird. Die
Inkubationzeit der Zellen mit dem Transfektionsgemisch betragt je nach Angaben der Herstellers 4h-
16h.

Tabelle23 Transfektion von HEK293- und CHO-Zé€llen

Kulturschale Oberfléche Zélldichte DNA Medium

100mm 75 cm? 4x10° HEK 293 8nmy/48m FUGENE 10ml

T25 25 cn? 7.5x10° HEK 293 5my/30n FUGENE 5ml

6-well-Platte 9,4 cm? 3x10° HEK 293 1mg/6m FUGENE 2ml
1x10° CHO 1ng/12m LipofectAMIN

24-well-Platte 1,8 cm? 4Ax10* HEK 203, 0,5my/3m FUGENE 500m

8-Kammer-Objekttrager | 0,8 cm? 2x10% HEK 293 0,25ng/1,5m FUGENE 250m




1l Zellbiologische Methoden Uhlenbrock

3.3.2. Transfektion von Primérzellen

Die Transfektion primdrer HUVECs mit Antisense-Oligonukleotiden (ASO) wird mit dem
Transfektionsmittel Lipofectin (GIBCO) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Eswird mit ASO-
Endkonzentrationen von 100nM-1uM gearbeitet.

Zum Entfernen des Serums werden die Zellen 2x mit warmem Opti-MEM (GIBCO) gewaschen und
anschlieffend mit dem Lipofectin-Transfektionsansatz Uberschichtet. Nach 4h Inkubation bei 37°C
werden die Zellen 2x mit warmem PBS gewaschen und mit HUV EC-Zellmedium Uberschichtet.

Die Reduktion der Proteinexpression wird per Western Blot-Analyse nach 24h, 48h bzw. 72h Gberprift.

Tabelle24 Transfektion von HUVEC

Kulturschale Oberflache Zelldichte DNA Medium
6-well-Platte 9,4 cm? 2,5x10° HUVEC 100nM-1pM ASO/3nt Lipofectin 2ml
24-well-Patte 1,8 cn? 5x10* HUVEC 100nM-1uM ASO/1,5m Lipofectin 500m

Tabelle25 gpr3-ASO

ASO Sequenz Hersteller
gpr3 sense (129696) 5-ATTCGCCAGACAACACTGAC -3 SIS Pharmaceuticals, USA
gpr3 antisense (191414) 5-ACCCCACATCATGGTACCTG -3 SIS Pharmaceuticals, USA

3.3.3. Stahile Transfektion

gpr3/pEAKS8-, gpr6/pEAKS8- und gpr12/pEAKS8-Konstrukte (Abb.8, S.37) werden in HEK293 pEAK
stable cells (PSC-Zdllen) transfiziert, die das grofen T-Antigen von SV40 exprimieren (1-2ug Plasmid-
DNA (Endotoxin-frei), 6-well-Platte 50% Konfluenz, FUGENES6) (3.3.1., S.44). Durch die Interaktion
von EBNA-1/ Ori P des pEAK 8-V ektors mit dem grof3en T-Antigen der PCS-Zellewird die Replikation
des episomalen pEAK 8-V ektors bel jedem Zellzyklus erreicht.

30h nach der Transfektion wird dem Kulturmedium 0,4ug/ml Puromycin (Edge Biosystems) als
Selektionsmittel zugesetzt und in den folgenden 4-6 Wochen in 0,1-0,25ug/ml-Schritten bis auf 1ug/ml
erhoht. Das pEAK8/Puromycin-System selektiert eine Mischpopulation transfizierter Zellen, wéhrend
eine Puromycin-Konzentration von 0,4ug/ml nach 4 Tagen zu 100% letal auf untransfizierte Zellen

wirkt.
Tabelle26 Material fur Transfektionen
Edge Biosystems, USA pPEAKS, Puromycin (1mg/ml)
GIBCO RBL, Life Technologies, Eggenstein LipofektAMIN, Lipofectin, Opti-MEM
SIS Pharmaceuticals, USA hc-raf-ASO, FITC-markiert
Roche Diagnostics, Schweiz FUuGENEG6
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3.4.  FLIPR/Ca*'-Assay

Die FLIPR-Technologie (Fluorescent Imaging Plate Reader, Molecular Devices) wird im Rahmen
dieser Arbeit zur funktionellen Messung des intrazelludren Botenstoffs Ca?* verwendet. Durch
Anfarben der Zellen mit einem Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff (fluo-4) wird die
ligandeninduzierte, GPCR-vermittelte Ca?*-M obilisierung as quantifizierbares Fluoreszenz-Signal,
ausgehend von einem Fluoreszenz-Grundniveau, gemessen.

15-20h nach transienter Transfektion (3.2., S.43) werden CHO- bzw. HEK 293-Zellen in unbeschichtete
black-wall 96-well-Platten (Costar) bzw. Poly-D-Lysin-beschichtete black-wall 96-well-Platten
(Falcon) in einer Zelldichte von 50.000 bzw. 80.000 pro well ausgesét und weitere 18-24h kultiviert.
Entsprechend der Versuchsbedingungen wird zu diesem Zeitpunkt bereits die Serumkonzentration im
Medium von 10% auf 1% reduziert.

Zum Anfarben der Zellen mit dem Ca2*-Indikator fluo-4 (Molecular Probes) wird der adhérente
Zdellrasen mit 95m/well Farbeldsung (Tabelle 27, S.47) Uberschichtet und 60min bei 37°C inkubiert.
CHO-Zellen wird zur Inhibierung des Anionen-Austauscher-Proteins 2,5mM  Probenicid (p-
Dipropylsulfamoyl-Benzoesdure) in Farbel 6sung, Waschpuffer und Substanzplatten zugesetzt. In einem
cell wascher (Tecan) wird freier Farbstoff durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (Tabelle 27,
S.47) entfernt und abschlieffend auf ein Restvolumen von 100 pro well eingestellt.

Lipide (LPA, S1P, DHS1P etc.) werden als 2mM Stock-Ldsungenin DM SO gel 6st (falls nétig mit Hilfe
von Ultraschall) und bei -20°C gelagert (Tabelle 28, S.47). Zur Herstellung von FLIPR-Substanzplatten
werden Lipide als 4x-Losung in Waschpuffer verdinnt (mindestens 1:500) und in 96-well-Platten
aliquotiert (50m pro Messung). Fur Versuche in Anwesenheit von Inhibitoren (Suramin, Thapsigargin,
DMS etc.) wird eine zusétzliche 96-well-Platte hergestellt, die 3x-Ldsungen der jeweiligen Wirkstoffe
in Waschpuffer enthélt (Tabelle 28, S.47). Substanzplatten mit Probenicid (fir CHO) und Inhibitor-
Platten mit Suraminwerden frisch hergestellt und kurzfristig bei 4°C gelagert. Sonstige Substanz-Platten
(Lipide, Thapsigargin, oder Sphingosin-Kinase-Inhibitoren) konnen auf Vorrat hergestellt und bei -80°C
gelagert werden.

Zur Ca&*-M essung werden vollautomatisch 50m der 3x-Inhibitor-Platte auf jedes well der Zellplatte
transferiert und intrazellulére Fluoreszenzveranderungen in einem Zeitraum von 3 min bei 37°Cin 3 sec-
Intervallenin der ersten sowie 10 sec-Intervallenin den letzten zwei Minuten gemessen. Eswerden keine
Fluoreszenzveranderungen nach Gabe von Inhibitoren, wie z.B. Suramin, DMS etc., beobachtet. In
Abhéngigkeit des verwendeten Inhibitors werden Vorinkubationen bei 37°C durchgefiuhrt (Tabelle 28,
S.A47). In einer zweiten Messung werden 50m der 4x-Lipidplatte auf die Zellplatte transferiert und
wiederum Fluoreszenzverénderungen aufgezeichnet (s.0.).

Die FLIPR-Software (Molecular Devices) normalisiert initiale Fluoreszenz-Werte einer Platte auf ein
einheitliches Niveau bei t=0 und ermdglicht so die Quantifizierung agonistischer bzw. antagonistischer
Aktivitdten einer Substanz. Messungen von konstitutiver Aktivitét, die auf ein erhthtes ca'-
Grundniveau zurtickgehen, sind mit dem FL1PR-System nicht moglich.
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Tabelle 27 Ldsungen fur FLIPR-Assays

Waschpuffer/ pro 500ml: Firbelosung fiir HEK293/ pro 96-well-Platte:
PBS 500ml HEK-Medium 1% 10,5ml

MgCl, ImM Pluronsdure 23

EGTA 1mM FLUO-4/DMSO 23

BSA, fettsaurefrei 0,8% (frisch ansetzten und dunkel lagern)

nur bei CHO

Probenicid-Ldsung 5ml

mit HCI auf pH=7,4 - 7,5 einstellen

Probenicid-Losung/pro 500ml: Firbelosung fiir CHO/ pro 96-well-Platte:

Probenicid 10757mg HBSS/25mM HEPES 10,5ml
HBSS/25mM HEPES 7,5ml Probenicid 105m
NaOH (1N) 7,5ml FCS 105m
(frisch ansetzen) Pluronsdure 23
FLUO-4/DMSO 23m

(frisch ansetzen und dunkel lagern)

Tabelle28 Substanzen und Inhibitoren

Substanz

Konzentration

Hersteller

S1P, LPA, Sphingosin, SPC,
LPC, PSY

2mM Stock in DM SO (-20°C)
Endkonzentration: 1nM-3000nM

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

DHSI1P, Dihydrosphingosin

2mM Stock in DM SO (-20°C)
Endkonzentration: 1nM-3000nM

Biomol Research Laborato-
ries,USA

Suramin
(1,3,5-Naphthalentrisulfon-
saure)

Endkonzentration: 100-1000nM in
Waschpuffer, frisch einwiegen (4°C)
3min Inkubation

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

Thapsigargin 1mM Stock in DM SO (-20°C) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Endkonzentration: 2nv Deisenhofen
3min Inkubation

DMS 5mg/ml Stock in Isoprop -20°C Matreya, USA

Endkonzentration: 15 - 7,5mM
15min Inkubation

Pertussistoxin (PTX)

10mg/ml Stock in H,0, 4°C
Endkonzentration: 75ng/ml Medium, 15h
Inkubation

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Deisehofen

Urotensin I1 (UlI)
Angiotensin | (ATII)

1-2mM Stock in H50, -20°C
Endkonzentration: 1-10nM

Bachem Biochemica, Heidelberg

3.4.1. Substanz-Bibliothek

Bioaktive Lipide einer Substanz-Bibliothek (Biomal), dieinsgesamt 200 V ertreter der wichtigsten Lipid-
Klassen, z.B. Eicosanoide, ungeséttigte Fettsauren, Sphingolipide, Cannabinoide, fettlésliche Vitamine
etc., und darliber hinaus bekannte Agonisten und Antagonisten des Lipid-Metabolismus enthélt, werden
im Rahmen dieser Arbeit auf Wirksamkeit getestet.
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In den Substanz-M utterplatten (3 x 96-well) liegen die Substanzen in einer Konzentration von 1mM bzw.
100mM in geeigneten L 6semitteln (DM SO, DMF 0.4) vor. Lediglich funf Lipide der Platte 3 muf3ten aus
Grinden reduzierter Stabilitét frisch gelost werden (Angaben des Herstellers). Mit Hilfe eines
Pipettierroboters werden die Mutterplatten in FLIPR-Waschpuffer (PBS, ImM MgCl,, 1ImM EGTA,
0,2% BSA-FAF) zuerst 1:33 zu den Tochterplatten und anschlief3end 1:10 zu den Enkel platten verdinnt.
Die Enkelplatten mit einer resultierenden 3x Konzentration von 3nM bzw. 0,3nmM werden bei -80°C

gelagert.

Tabelle29 Material fur FLIPR-Assays

Becton Dickinson Labware,, USA BIOCOAT Poly-D-Lysine Cellware, 96-well black/clear plate
Biomol Research Laboratories, USA Bioactive Lipid Library (3 x 96-well)
Corning Life Science, Niederlande black-wall microplates
GIBCO BRL, Life Technologies, Eggenstein HBSS - Hanks' balanced salt w/o phenol red
Molecular Probes, Niederlande Pluronic acid (20% in DM SOI) 50m-Aliquots (-20°C)

fluo-4, ImM solution in DM SO; 25m-Aliquots (-20°C)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Probenicid

Bovine serum albumine (fatty acid free)

3.5. cAMP-Assay

Grundlage der Messung intrazelluldrer cAMP-Spiegel (AlphaScreen cAMP Detection Kit, BioSignal/
Packard) ist eine Kompetitions-Reaktion zwischen endogen gebildetem cAMP und exogen
zugegebenem Biotin-cAMP.

Nach cAMP-Bindung an ein Anti-cAMP-Akzeptor-bead-Konjugat erfolgt die selektive Kopplung von
Biotin-cAMP-Molekilen an ein Streptavidin-Donor-bead-Konjugat Uber eine hochaffine Protein-
Attraktion. Die rdumliche Nahe von Donor- und Akzeptor-beads fuhrt nach Anregung bei | =680nm zur
Freisetzung eines quantifizierbaren Lumineszenz-Signals bel | =520-620nm (Fusion a, Packard)
(Abb.10, S.49).

Das Signal fallt hoch (wenig endogenes cAMP) bzw. niedrig (viel endogenes cCAMP) aus. Vektor-
transfizierte Zellen dienen as Negativkontrolle (hohes Signal), Forskolin-stimulierte Vektor-
transfizierte Zellen als Positivkontrolle (niedriges Signal).

24h oder 48h nach transienter Transfektion von HEK293- ader CHO-Zellen in T25-Flaschen (3.3., S.44)
werden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, mit 0,5ml Versen pro Flasche abgel 6st (10min, 37°C) undin
4,5ml serumfreiem Medium aufgenommen. Nach griindlicher Resuspension wird die Zellzahl bestimmt
(Casy 1TT Counter), und die Zellen werden durch Zentrifugation sedimentiert (10min, 1000rpm). Das
Medium wird abgezogen, und die Zellen werden mit Stimulationspuffer auf eine Konzentration von
3333 Zellen/ml eingestellt. Der Zusatz von IBMX im Stimulationspuffer inhibiert den enzymatischen
Abbau von cAMP in der Zelle. Die Bestimmung des cAMP-Spiegels erfolgt in Suspension bei RT nach
Angaben des Herstellers.
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Abb.10  Prinzip des AlphaScreen cAMP Detection Kits. Erkidrung siehe Text. Fsk: Forskolin, SA:
Streptavidin, ATP: Adenosintriphosphat, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat (aus: Packard
Bioscience, Produktinformationen).

Stimulationspuffer (50ml) Lysispuffer (50ml)

HEPES 50mM 3ml HEPES 50mM 5ml
HBSS 10X 2ml BSA 0,11%in H,0O 45ml
BSA 0,11%in H,O 45ml Tween-20 150m
IBMX 50mM 500m

Tabelle30 cAMP-Assay

Basalniveau Positivkontrolle gpr3, gpré, gpri2

(Vektor-transfizierte Zelle) (Vektor-transfizierte Zelle)

25n Zellsuspension 25m Zellsuspension 25m Zellsuspension

(8,3x10% Zellen) (8,3x10% Zellen) (8,3x10% Zellen)

0,5m Anti-cAMP-Acceptor 0,5m Anti-cAMP-Accep- 0,5m Anti-cAMP-Acceptor

beads (1:50) tor beads (1:50) beads (1:50)

25n Stimul ationspuffer 25m Fsk/Stimulationspuf- | 25 Stimul ationspuffer evtl.
fer (5x10™M, 1:200) + Lipide (2x)

Zellsuspensionen Vektor- bzw. gpr3-, 6- oder 12-transfizierter Zellen (3333 Zellen/ul) werden in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal transferiert, 1:50 mit Anti-cAMP-Acceptor-beads und, zur Stimulation der
Adenylat-Zyklase, mit Lipiden bzw. Forskolin versetzt (Tabelle 30, S.49). Die Ansdtze werden
vorsichtig gemischt und 30min bei 25°, 300rpm im Dunkeln inkubiert. Parallel werden in einem Master-
Mix-Ansatz Biotin-cAMP und Streptavidin-Donor-beads in Lysispuffer prainkubiert (750ul Lysispuffer
+ 2,5m biotin-cAMP (1:300) + 10m Streptavidin-Donor-beads (1:75), vortex, 30min bei 25°C, 300rpm,
dunkel). Pro 25ul-Ansatz werden 75l Streptavidin-Donor-bead/biotin-cCAMP-Mix zugegeben, kréftig
gevortext (Zelllyse) und weitere 90min (bis 24h) bei 25°C, 300rpm (dunkel) inkubiert. Der
Komplettansatz (125ul) wird a 6x15m-Aliquots (10.000 Zellen/well) in eine 384-well-Platte pipettiert.
Zur Unterdriickung von Randeffekten werden in die Randwells je 15m Stimulationspuffer vorgelegt.
Um Verdunstungsverlusten vorzubeugen, wird die Platte mit einer Folie luftdicht verklebt und bis zur
Messung dunkel gelagert.
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Der Fusion a-Detektor liefert Mel3werte im Excel-Format.

Tabelle31 Material CAMP-Assay

GIBCO RBL, Life Technologies, Eggenstein HEPES 1M, HBSS 10x, Versen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen IBMX, 50mM-Stock in H,0 (+NaOH), 4°C
Forskolin 0,1M-Stock in EtOH, 4°C
BSA
BioRad Laboratories, USA Tween-20
Packard Bioscience, Canada cAMP Detection Kit Alpha Screen, 4°C
Greiner Labortechnik, Frickenhausen 384-well plate, small volume, white

3.6.  Funktionelle Internalisierung

4-6h nach transienter Transfektion mit GFP-Fusionsproteinen (gpr6-GFP, edg3-GFP, edg8-GFP und
UII-GFP) (3.3.1., S.44) werden HEK293-Zellen unter konsequentem Lipidentzug (10% FCSCS)
kultiviert. 30-40h nach der Transfektion erfolgt eine 1-2-stiindige Inkubation in serumfreiem Medium.
Anschlief?end werden die Zellen Lipiden in einer Konzentration von 100nM-1niM (verdinnt in 10%
FCSCS-Medium) ausgesetzt (zeitversetzt fir 120, 60, 30, 15min, incl. 4°C-Kontroll€). Nach Ablauf der
Inkubationszeiten werden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, PFA-fixiert, eingedeckelt (5.3.1., S.56) und
im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.7. Scherstress als endotheliales Funktionsmodell

Die Rotation eines Metallkonus in einer cone-and-plate-Apparatur (Noris et al., 1995) (Abb.11, S.50)
Ubt laminare Scherkréfte (Schubspannung) auf ein Endothelzell-Monolayer aus. Die Scherkréfte (7,5-
15dyn/cm?) imitieren den pulsierenden Blutstrom an den Innenseiten des Gefaldlumens (endotheliales
Funktionsmodell). Ziel dieses Modellsist es, durch Untersuchung von Expressionsprofilen (RNA- und
Proteinebene) potentiell regulierte Gene zu identifizieren, die fur die Protektion des Endothels relevant
sind.

~y  Winkaigeschwindigkeit o
Ratierender Kanus
Winka!
Endothelzetien K
7= nfo
1= Shear Stress
n = Madum-Viskositat
w = Winkelgeschwindighelt
= Konuswinks!

Abb.11  Applikation von Scherstress an Endothelzellen. (modifiziert nach Noris et al, 1995)
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4x10° primére Endothelzellen (HUVECS, Passage 1-5) werden in Collagen-I-beschichtete 21cm?
Kulturschalen ausgebracht (4ml Medium) und nach Erreichen von 70% Konfluenz laminarem
Scherstress (12dyn/cm?) fur 0,5-18h ausgesetzt. Nach Ablauf des Versuches und Kontrolle der Zell-
Morphologie im Lichtmikroskop wird die Gesamt-RNA der Zellen fir Tagman-PCR-Studien bzw.
DNA-Chip-Analysen (Affymetrix, U96, 15ug Gesamt-RNA) isoliert (1.1., S.27) und/oder Zellen fir
Western Blot-Analysen lysiert (4.3., S.52).

Tabelle32 Material Scherstress

Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg Collagen-I-beschichtete Zellkulturschalen, 21cny?

Uniklinikum Frankfurt/Main, Physiologie Scherstress-Kammern
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4. Biochemische Methoden

4.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Proteinbestimmungen werden mit Hilfe des D¢ Protein Assay Kits (BioRad) durchgefuhrt. Grundlage
der Quantifizierung ist die Reaktion von Proteinen mit Kupfertartrat unter alkalischen Bedingungen und
ihre anschlieffende Reduktion (Folin-Reagenz). Oxidierte Kupfer-Proteine zeigen charakteristische
Blauférbungen, die fir die colorimetische Quantifizierung herangezogen werden.

Eine BSA-Eichgerade im Bereich von 0,2mg/ml bis 1,5mg/ml wird in Reagenz A erstellt, parallel zu der
Probe in eine 96-well-Platte vorgelegt (5m) und mit 25m Reagenz A und 200m Reagenz B aufgefillt
(insg. 230m). Nach 15min Inkubation bei RT erfolgt die Auswertung der Farbreaktion in einem ELISA-
Reader bei 750nm. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfol gt entsprechend der BSA-Eichgerade.

4.2. Membranpriparation

Der konfluente Zellrasen einer T-175 Zellkulturflasche wird 2x mit eiskaltem PBS gewaschen und in
5ml hypotonem Puffer inkubiert (10min, 4°C). Die Zellen werden mit einem Zellschaber abgekratzt, in
ein UZ-Zentrifugenréhrchen (Ti60) Uberfuhrt, kurz gevortext und weitere 5-10min bei 4°C inkubiert.
Membranen werden bei >10.000g (Ti60, 32.000rpm) in einer UZ pelletiert (30min, 4°C). Das
Membranpellet wird in hypotonem Puffer (5ml) resuspendiert, 5-10min bei 4°C inkubiert und erneut
abzentrifugiert (s.0.). Membranstandige Proteine werden durch Resuspension in Solubilisierungspuffer
(250m pro cm? Kulturoberflache) aus der Membranfraktion herausgel 6st (5-10min, 4°C).

Nach Abtrennen unldslicher Bestandteile durch Zentrifugation (s.0.) wird der Uberstand einer
Protei nbestimmung unterzogen (4.1., S.52) und bei -80°C gelagert (Protokoll von Dr. Wohlfart, Aventis
Pharma, DG Herz-Kreid auf).

Hypotoner Puffer Solubilisierungs Puffer
HEPES 5mM HEPES 20mM
EDTA ImM NaCl 150mM
pH 7,6 (NaOH) DTT imM
Complete Proteaseinhibitor-Mix CaCl, imM
CHAPS 1,1%
pH=7,6 (NaOH)
Complete Proteaseinhibitor-Mix

4.3.  Herstellung von Zelllysaten proliferierender Zellen

Eine 80-90% konfluente Monolayerkultur wird 2x mit kaltem PBS gewaschen und mit Lysispuffer
(10mM Tris/1% SDS pH=7,4 + Complete Proteaseinhibitor-Mix) oder 2x-Laemmli-SDS-Probenpuffer
(+R-ME) Uberschichtet (je nach Kulturoberflache 50-1000ul). Nach ca. 5-mindtiger Inkubation bei RT
werden die Lysate mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein Eppendorff-Reaktionsgefal? tberfihrt.
Zur Denaturierung von Proteinen und DNA wird das Zelllysat 10min bei 95°C aufgekocht und
anschliefend zur Zerkleinerung genomischer DNA kréftig gevortext. Alternativ kann hier ein
Ultraschallstab zur Scherung genomischer DNA verwendet werden.
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Unlésliche Bestandteile werden durch Zentrifugation abgetrennt (5min, 13.000rpm, RT); anschlief3end
wird die Proteinkonzentration bestimmt (nach Zusatz von Laemmli-Probenpuffer nicht mehr mdglich).
Z€elllysate werden bei -20°C gelagert.

4.4.  Polyacryalamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteinproben (30-75ug) werden 1:2 mit Laemmli-Probenpuffer (+3-ME) (Laemmli, 1970) versetzt und
nach Hitze-Denaturierung (10min, 95°C) in 12,5%-igen denaturierenden Criterion precast Gelen
(BioRad) in 1x TridGlycin/SDS-Laufpuffer bei 50mA pro Gel (ca. 1,5h) paralel zu einem
M okekulargewichts-Standard el ektrophoretisch aufgetrennt.

Die Analyse elektrophoretisch aufgetrennter Proteinproben erfolgt im Western Blot (5.1., S.54).

Tabelle 33 Material Proteinbiochemie

Clontech Laboratories, USA human platelets protein medley, 10mg/ml

BioRad Laboratories, USA Laemmli Probenpuffer (2x)

Criterion cell electrophoresis and blotter system
Criterion precast gels, 12,5% (18 comb, 12+2 comb)
Trig/Glycin/SDS 10x

Dc Protein Assay Kit

Ambion, USA human adult normal tissue protein from heart, kidney, artery, liver,
lung, skeletal muscle, small intestine (total and plasma membrane
fraction)

Ambersham Pharmacia Biotech, Freiburg rainbow marker RPN756

Promega, Mannheim CHAPS (3-((3-Cholamidopropyl)-dimethyl ammonio)-1

Propansul phonat)

Roche Diagnostics, Schweiz Complete Proteaseinhibitor Mix
DTT, 1M stock solution, -20°C (1,4-Dithiothreit, Cleland’ s Reagenz)
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S. Immunologische Methoden

5.1. Western Blot-Analyse

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteinbanden (4.4., S.53) auf eine PVDF- oder eine
Nitrozellulose-Membran (Burnette et al., 1981) erfolgt in 1x Tris/Glycin/MeOH-Transferpuffer (10% v/
v MeOH) in einer Criterion Blotter-Apparatur (BioRad) (30min, 100V, 4°C). Einereversible PonceauS-
Farbung (Sigma) dient der Uberprifung der Vollstandigkeit des Transfers.

Blockierungs-, Inkubations- und Waschschritte werden in 1x TBST-Puffer (1x TBS, 0,1% Tween-20,
0,01% NaN3) auf einem Taumel-Schwenk-Schuttler durchgefuhrt (Tabelle 34, S.54). Die Detektion von
Proteinbanden erfolgt Uber ein Fluoreszenz-Substrat (Ambersham) am FluoScanner 595 (Molecular
Devices).

Tabelle 34  Western Blot-Analyse

Blocken 60min, RT TBST + 5% Blotto

Primarantikorper 60min, RT, aternativ Antikorper-Verdinnung in TBST + 5% Blotto
tber Nacht bei 4°C

Waschen 3x 510 min, RT TBST

Sekundérantikorper 60min, RT Antikoérper (1:10000) in TBST + 0,2% BSA

Waschen 3x 510 min, RT TBST

Detektion ca 5min, RT ECF-Fluoreszenzsubstrat

Nach Herunterwaschen gebundener Antikorper von der Membran (,,strippen”, Western Blot recycling
Kits, alpha diagnostics) kann ein Blot bis zu drei Mal wiederverwendet werden (Lagerung in Blotto-
Milch, 4°C). Verdunnungen von Primér- und Sekundarantikdrpern werden ebenfalls bis zu drei Mal
verwendet (Lagerung bei 4°C).

Tabelle 35 Antikorper-Verdiinnungen

Antikorper Hersteller Verdiinnung
Anti-Maus GAPDH, Kaninchen (6C5), Advanced Immunochemical, | 1:200
monoklonal, 4°C USA

Anti-Maus Living colors A.v. (Anti-GFP), | Clontech Laboratories, USA 1:100
monoklona (JL-8), -20°C

Anti-Maus eNOS, human, -80°C Transduction Lab., USA 1:1000
Anti-Kaninchen gpr3, human, -20°C Aventis Pharma 1:100
Anti-Kaninchen gpr6, human , -20°C Aventis Pharma 1:100
Anti-Kaninchen gprl2, human, -20°C Aventis Pharma 1:500
Anti-Kaninchen-1Gg-AP, -80°C Dianova, Hamburg 1:10000
Anti-Maus-1Gg-AP, -80°C Dianova, Hamburg 1:10000
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Tabelle36 Material fir Western Blot

alpha diagnostics, USA Western Blot recycling kit
Ambersham Pharmacia Biotech, Freiburg ECF-Substrat
NC-Membran
BioRad Laboratories, USA Tris/Glycine 10x
Blotto

Tris-buffered-saline (TBS) 10x
Criterion gel blotter

Clonetics/ BioWhittaker, USA EndoPanel 1 Immunoblot, 75ng Protein
MusclePanel 1 Immunoblot, 75mg Protein

Oncogene Research Products, USA Multiple-tissue blot, human, 75nmg Protein

Pall Corp., USA PVDF-Membran

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen Tween 20

PonceauS 2% Ldsung (w/v) 1:10 in H,0O

5.2.  Generierung von Peptidantikorpern gegen gpr3, 6 und 12

Peptidsequenzen (Tabelle 37, S.55) entsprechend antigener Bereiche der N-Termini von gpr3, 6 und 12
(Lasergene, DNAstar, Inc., USA) werden chemisch synthetisiert (Steven French, Aventis Pharma,
USA). Nach kovalenter Kopplung Uber ein C-terminales Cystein an die hochmol ekulare Trégersubstanz
KLH (MBS-Methode) werden je zwei Kaninchen pro Peptid immunisiert (alpha diagnostics, USA).
Auffrischungsimmunisierungen (boosts, apha diagnostics, USA) werden ale drel bis vier Wochen
durchgefuhrt. Blutproben (bleeds) zum Zeitpunkt 0, #0 (Préimmunserum), Woche 7, #1 (49d) , Woche
9, #2 (63d) und Woche 11, #3 (77d) werden zur Beurteilung der Immunisierung per ELISA (apha
diagnostics, USA) und Western Blot-Analyse an HUV ECs-Membranpréparationen (4.2., S.52) getestet.
Die Praéimmunseren #0 dienen dem Ausschlufd von Kreuzreaktionen gegen das KL H-Peptid-K onjugat.
Proben der bleedings #0 bis #3 werden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Tabelle 37 gpr3-, 6- und 12-Peptide

GPCR Sequenz Mr

gpr3 NH2-val-gly-pro-ala-glu-gly-pro-thr-gly-pro-ala-ala-(cys)-COOH 13mer/1,43kDa
gpré NH2-gly-gly-pro-asp-thr-gly-glu-trp-gly-(cys)-COOH 10mer/1,1kDa
gprl2 NH2-ser-gly-leu-pro-arg-asp-tyr-leu-asp-aa-ala-ala-a a-(cys)-COOH 14mer/1,54kDa

5.2.1. Afffinitdtsreinigung der Peptidantikorper

Die in der finden Blutprobe (100ml) enthaltenen Peptidantikorper werden durch
Affinitdtschromatographie gereinigt (Charles River Wiga Deutschland GmbH, Kisslegg): 1.
Ammoniumsulfat-Prézipitation, 2. 2x Affinitatschromatographie (FPLC-AK TA-Peptid-Hydra-Matrix,
FPLC-AKTA Gefiltration, Superdex 200, HR10/30, analytisch) (Abb.12, S.56).

Fraktion A und B der gereinigten Peptidantikdrper werden mit 0,05% Na-Azid versetzt und in kleinen
Aliquots bei -20°C gelagert.
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Abb.12  Affinititschromatographie zur Reinigung von Peptidantikorpern. Original-Chromatogramm
der Reinigung von Anti-gpr6 (P9611) iiber eine Hydra-P9611-Matrix (Charles River, Kisslegg).

5.3. Zytoimmunfluoreszenz

Zytoimmunfluoreszenz bezeichnet die spezifische Detektion von Proteinen oder Organellen in intakten
Zellen (in situ) mit Hilfe entsprechender Fluoreszenz-markierter Antikérper oder Chromophore.

Im Rahmen dieser Arbeit werden Mikroskopieaufnahmen an einem Zeiss Axiovert 135M
Immersionsmikroskop mit einer Hamamatsu Digitalkamera (schwarz/weil3) bzw. einem Zeiss Axiovert
100 LSM erstellt.

Zellen werden in gekammerten 8-well- oder 4-well-Objekttrdgern oder auf 10-12mm Deckglé&schen in
einer 24-well-Platte ausgesat und -falls erforderlich- bel einer Konfluenz von 40-50% transfiziert (3.3.1.,
S.44). Es werden Oberflachen-Beschichtungen mit Poly-D-Lysin (HEK293), Collagen-I (HUVECS)
oder Permanox (CHO) verwendet.

5.3.1. Fixierung und Immunférbung von Zellen

Adhérente Zellen werden mit Paraformaldehyd (5%) fixiert, permeabilisiert (Triton X-100) und mit
Primérantikérpern,  Fluoreszenz-markierten  Sekundarantikérpern  bzw.  Organell-spezifischen
Chromophoren (z.B. Kernfarbung) inkubiert.

Alle Schritte des Fixier- und (Immun-) Férbeprotokolls (Tabelle 38, S.57) werden bei RT auf einem
Schwenk-Taumel-Schiittler durchgefiihrt (Protokoll Dr. Huber, Aventis Pharma, DG Herz-Kreidlauf).
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Tabelle 38  Fixier- und (Immun-)Farbeprotokoll

Uhlenbrock

Waschen 3 x 5min PBS, Entfernen des Kulturmediums
Fixierung 20min 5% Paraformal dehyd/PBS pH=7,4
Waschen 3x5min PBS
Permeabilisierung 5min 0,1% Triton X-100/PBS
Waschen 3x5min PBS
Kernférbung 10min Hoechst Farbstoff 33258, 1:5000 in PBS
oder TOTO-3, 1:2000 in PBS

Waschen 4 x 5min PBS
Blocken 30min, 4°C 10% FCS/ PBS + 0,02% NaNg
Primérantikorper 60min Verdinnung in10% FCS PBS + 0,02% NaN3
Waschen 3 x 10min PBS
Sekundérantikérper 60min (dunkel) Verdinnung in 10% FCS/ PBS + 0,02% NaN3
Waschen 3 x 10min PBS

Tabelle39  Antikorper-Verdinnungen
Antikorper Hersteller Verdiinnung
Anti-Maus Nukleoporin p62, human, -20°C | Transduction Lab., USA 1:1000
Anti-Maus Living colors A.v. (Anti-GFP), Clontech Laboratories, USA 1:500
monoklonal (JL-8), -20°C
Anti-Kaninchen gpr3, human -20°C Aventis Pharma 1:100
Anti-Kaninchen gpr6, human, -20°C Aventis Pharma 1:50
Anti-Kaninchen gprl2, human, -20°C Aventis Pharma 1:100
Alexa-Fluor 594 Anti-Kaninchen 1gG, Molecular Probes, Niederlande ale 1:500

2mg/ml (1:500), -20°C

Alexa-Fluor 594 Anti-Maus 1gG, 2mg/ml
(2:500), -20°C

Alexa-Fluor 532 Anti-Kaninchen 1gG,
2mg/ml (1:500), -20°C

Alexa-Fluor 532 Anti-Maus 1gG, 2mg/ml
(2:500), -20°C

Die Proben werden in Mounting-Medium (1ml Mowiol + 50ng DABCO, 37°C) luftblasenfrel zwischen
Deckglaschen und Objekttrager eingedeckelt. Zur Vermeidung von nachtréglichem L uft-Eintritt werden
die Kanten des Deckglaschens mit handel stiblichem Nagellack (farblos) abgedichtet.

Objekttrager werden bei 4°C gelagert (dunkel).
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Tabelle40 Material Zytoimmunfluoreszenz

Uhlenbrock

Heidelberg

Becton Dickinson Bioscience,

BIOCOAT cellware, Poly-D-Lysin, 8-well culture slides
BIOCOAT cellware, Poly-D-Lysine, 12mm round coverslips
LabTek-1, 4-well chamberdlides, borosilikatglass No.1

Calbiochem-Novabiochem,
Schwallbach

Mowiol, Iml Aliquotsin H,0, -20°C

Molecular Probes, Niederlande

Hoechst 33258, 10mM stock, -20°C (350nm)
TOTO- 3iodide, 2mM in DM SO, -20°C (630nm)

Sigma-Aldrich Chemie
Deisenhofen

GmbH,

5% Paraformaldehyd, 10ml Aliquots bei -20°C
Triton X-100

DABCO, 50ng Aliquots, 4°C

EGTA 100mM RT

Trypanblau-L ésung (0,4%)

Rekonstitution von Paraformadehyd (PFA) (100mD):

59 PFA werden in 70ml ddH,O durch Rihren bei ca. 50°C und tropfenweise Zugabe von 5N NaOH
gel6st. Nach Abkihlen der Lésung auf RT wird 10ml 10x PBS (GIBCO) zugegeben und der Ansatz mit
ddH,0 auf 100ml aufgefillt. Der pH-Wert wird mit AN HCl auf 7,4 eingestel It und die 5% PFA-Ldsung
in 10ml-Aliquots bei -20°C gelagert (Angaben von Dr. Huber, Aventis Pharma, DG Herz-Kreid auf).

Rekonstitution von Mowiol:

2,49 Mowiol werden in 6g Glyzerin fir 60min und anschlief3end nach Zugabe von 6ml H,O weitere 2h
gertihrt. Es werden 12ml Trig’/HCI (0,2mol/l, pH8,5) zugegeben und die Losung bei 50°C auf einer
Heizplatte gertihrt, bis Mowiol komplett in Lésung gegangen ist. Unldsliche Riicksténde werden durch
Zentrifugation abgetrennt (15min, 5000g) und Mowiol a 1ml-Aliquots (0,1%) bei -20°C gelagert
(Angaben von Calbiochem-Novabiochem).
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6. Graphische Bildbearbeitung und statistische Auswertung

Die Dokumentation von EtBr-Gelen, Western Blots, Northern Blots etc. erfolgt in digitaler Form an
einer Gel-Dokumentations-Station (Kodak digital science Image station 400 CF) im tif-Format.
Western Blot-Signale werden mit der Software ImageQuant 5.1 (Molecular Dynamics) quantifiziert.
Die Digital-Kamera des inversen Zeiss-Mikroskops speichert Schwarz-Weil3-Bilder, die nachtréglich
mit der Hamamatsu-software farbig eingeférbt und Uberlagert werden. Bilder des konfokalen LSM-
Mikroskops werden direkt farbig im tif-Format gespeichert. Die Bildbearbeitung erfolgt mit dem
Programm Adobe Photoshop 6.0 und beschrankt sich auf die Auswahl und Ausrichtung von
Bildausschnitten.

Versuche werden in der Regel in einer Dreifachbestimmung mit je 3-6 Mef3punkten durchgefiihrt und
statistisch ausgewertet. Standardabweichung (S.D. = standard derivation) bzw. Standardfehler (SEM =
standard error of the mean) werden bestimmt und die Versuchsergebnisse als Mittelwert + SEM von n
Experimenten bzw. als representativer Einzelversuch mit Mittelwert + SD dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgt mit dem ungepaarten t-Test der Software Graph Pad Prism 3.0. Ein
p-Wert von p<0,05 wird al's statistisch signifikant angesehen.
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IV Ergebnisse

1. Bioinformatische Grundlagen

1.1.  gpr3, 6 und 12 haben Ahnlichkeit zu Lipidrezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gpr3, 6 und 12 bilden eine kleine GPCR-Familie (Tabelle 41,
S.60) mit bislang unbekannten Liganden und physiologischen Funktionen. Ihre néchsten Verwandten
sind die Rezeptoren der Cannabinoid- (cb), Melanocortin- (mc) und endothelial differentiation gene
(edg)-Familie (Abb.13A, S.61).

cb-Rezeptoren werden durch das Lipid Anandamid, mc-Rezeptoren durch die Peptide MC1-5 und edg-
Rezeptoren durch die Lipide Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Lysophosphatidsaure (LPA) aktiviert.
Basierend auf der Aminosiuresequenz betragt, die Ahnlichkeit zu cb-, me- und edg-Rezeptoren 42%,
44% und 43% (LPA- as auch S1P-edgs) (Berechnungen von Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2000).
Die Beziehung von gpr3, 6 und 12 zu Rezeptorfamilien mit bekannten Liganden ist nicht so nah, um auf
einen identischen bzw. dhnlichen Liganden schlieffen zu kénnen, dennoch weisen die bioinformatischen
Daten auf einen Liganden mit Lipid- oder Peptidcharakter hin.

Der direkte Primarsequenzvergleich von gpr3, 6 und 12 ergibt eine Identitét von 57-61% bzw. eine
Ahnlichkeit von 66-68%. Die Abb.13B, S.61 stellt die Primarsequenzen der drei Rezeptoren
vergleichend gegentber und beinhaltet Vorhersagen Uber die Lage der sieben TM-Doménen
(Berechnungen von Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2000).

Tabelle 41 Homologe von gpr3, 6 und 12

Gen Spezies | Accession-Nr. Referenz Synonym Kommentar
gpr3 human L 32831 lismaaet al., 1994 hACCA konstitutiver Aktivator der
Marchese et al., 1994 Adenylat-Zyklase

song et al., 1995
Eggerickx et al., 1995

Ratte L 32829 lismaaet al., 1994 R4 partielle Sequenz
AJA27482 Uhlenbrock et al, 2002
Maus D21062 Saeki et al., 1993 GPCR21,
mACCA
gpré human L36150 Heiber ez al., 1995

Song et al., 1995

Ratte U12006 Song et al., 1994 rCNL3
Marchese et al., 1994
Chenn et al., 2001

Maus unbekannt

gpri2 human u18548 Song et al., 1995
Ratte u12184 Eidneet al., 1991 R334 3 frameshifts
Maus D21061 Saeki et al., 1993 GPCRO1
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gprld human ADLLAGIGLI TNFVFAYL EEATELVTIG LIVAEFSABY CELLAITVOR YLELYYALTY
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151 TMHIV ™-V san
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el
gpre_human RSPSEW
gpti_human RSP0V
gprli_ human RSPEDV
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Abb.13 Bioinformatische Grundlagen. A: Ein phylogenetischer Baum verdeutlicht die Ahnlichkeit von
gpr3, 6 und 12 zu Cannabinoid- (cb), Melanocortin- (mc), und endothelial differentiation gene- (edg)
GPCR-Familien mit jeweils 42%, 44% und 43%. B: Ein Primdrsequenzvergleich von gpr3, 6 und 12
ergibt eine 57-61%-ige Sequenz-Identitdt. Vorhersagen iiber transmembrandre Bereiche und eine
Konsensus-Sequenz sind inbegriffen (Berechnungen von Dr. Gassenhuber nach Krogh et al., 2001).
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1.2.  Klonierung des gpr3 Ratten-Homologen

Der Rezeptor gpr3 der Ratte (rgpr3) wird im Rahmen dieser Arbeit aus Ratten-Hirn-cDNA (Dahl-Ratte)
kloniert und funktionell charakterisiert (Abb.21, S.70 und Abb.24C, S.73).

Grundlage der Klonierung ist ein N-terminales Fragment des rgpr3 (334bp) mit der Bezeichnung R4
(lismaa et al.,1994, Acc. Nr: L32829) und das 3'-Ende des Maus gpr3 Homologen (Saeki et al., 1993,
Acc. Nr. D21062) (Abb.14A, S.62).

Das resultierende 1kb-PCR Produkt (Abb.14B, S.62) wird mehrfach sequenziert und in der Genbank
unter der Acc. Nr: AJ427482 (Uhlenbrock et al., 2002) registriert.

Die Abb.15, S.63 zeigt die vollstandige Nukleotid- und putative Primarsequenz des rgpr3.

Die ldentitdt des rgpr3 zu seinem humanen Homologen betrégt 94%, basierend auf der
Aminosiuresequenz (Berechnung von Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2001). Ubereinstimmungen in
dieser GroRenordnung sind fur einen Vergleich von Nager- und humanen Homologen zu erwarten.

Mit Hilfe der Genbank-Sequenzdaten fir rgpr6 und rgprl2 werden auch diese Homologe aus Ratten-
Hirn-cDNA kloniert (keine Abb.) (Abb.8, S.37).

A 1
QPIE_MOHEE MMWGAGSEMA WESACSGEEVHN VSSVDEVEER
§'  gpr3 rat ~~e~---~MA WFSAGSGSVN V.SIDPAEEP
gpr3 human MMWGAGSPLA WLSAGSGNVN VSSVGPAEGE (...)

301 330
gprd mouse NODVOEVLWA ICCCCSTSKI PFRSRSESDV .
gpr3 rat NODVQKVLWA TCCCCSTSKI PFRSRSESDV 3

L“) gpr3 human NQDVQKVLWA VCCCCSSSKI PFRSRSPSDV

S <«— 1kb

—
M

Abb.14 Klonierung des rgpr3 aus Ratten-Hirn-cDNA. A: 5 ‘-, und 3 *-Enden der Maus-, Ratten- und
humanen gpr3-Homologen. Die primer-Sequenzen sind unterstrichen. B: Original RT-PCR-Ergebnis
nach elektrophoretischer Auftrennung (M:250bp Standard, 1: H,O-Kontrolle, 2. Ratten Hirn-cDNA).
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Abb.15 Nukleotid- und putative Primdrsequenz des rgpr3 (Acc. Nr. AJ427482).
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2. Ligandenidentifizierung

2.1.  gpr3, 6 und 12 sind konstitutive Aktivatoren der Adenylat-Zyklase

Die Aktivierung der Adenylat-Zyklase durch die humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 sowie rgpr3 wird
in transient transfizierten HEK293-Zellen in einem funktionellen cAMP-Assay gemessen. Alle vier
GPCRs induzieren ohne die Zugabe eines Liganden eine starke Erhéhung des intrazelluldren cAMP-
Spiegels von 300-450% Uber dem Basalniveau V ektor-transfizierter Zellen. Dieses Ergebnis deutet auf
eine kongtitutive Aktivierung des Gag-Signaltransduktionsweges durch die Rezeptoren gpr3, 6, 12
(Abb.16, S.64) und rgpr3 (Abb.24C, S.73) hin.

Die erhdhten cAMP-Spiegel kénnen durch die Kultivierung der Zellen in lipidfreiem Medium (Zusatz
von Aktivkohle-absorbiertem FCS, FCSCS=FCS charcoal stripped) signifikant reduziert werden,
bleiben jedoch weiterhin stark erhéht gegentiber Vektor-transfizierten Zellen (Abb.16A, S.64). Der
Wechsel von FCS- zu FCSCS-supplementiertem Medium bewirkt insgesamt keine signifikante
Anderung der Forskolin-Positivkontrollen. Die Modulierbarkeit der konstitutiven gpr3-, 6- und 12-
Akivitédt durch Lipidentzug |&t einen lipidartigen Liganden vermuten.

Das Ausmald der gpr3-, 6- und 12-induzierten CAMP-Freisetzung ist vergleichbar mit dem anderer Ga g
koppelnder GPCRs nach maximaler Stimulation durch ihren spezifischen Liganden. Angesichts der
Grolenordnung der GagStimulation, scheint ein cCAMP-Assay ungeeignet fir die Suche nach
Aktivatoren von gpr3, 6 und 12 zu sein. Aber dieser cAMP-Assay ist pradestiniert fir die Identifizierung
von Substanzen mit invers-agonistischen Eigenschaften an den Rezeptoren gpr3, 6 und 12.

— — o 150
%§ i [IFCS mEMFCSCS | l %ﬁ 5] CIFCS WEEFCSCS
g2 Bon-L 2 &=

£ T # Z 1004 — — -
S @ 400 . i §t£
;5& 300 - # - i T ' .
i £k
55 | 25
-ﬂ_:?_?-. I'Jﬂ-ﬂ'— - T == -I -=1- :EE 25

gL 1 | . -
basal gprd gpré gpri2 Fsk apr3 gpré gpri2  Fsk

Abb.16 Adenylat-Zyklase-Aktivierung durch gpr3, 6 und 12. Transient transfizierte HEK293-Zellen
zeigen eine starke konstitutive Aktivierung der Adenylat-Zyklase nach Kultivierung in Standardmedium
(10% FCS, A). In lipidfreiem Medium (10% FCSCS) ist die konstitutive Aktivitit dagegen reduziert
(A+B), was auf einen lipidartigen Aktivator im Serum hinweist. A: Ein reprdsentatives Experiment
(Mittelwerte + Standardfehler, n=16) von n=3 unabhdngigen Experimenten als Prozent der Vektor-
Kontrolle (Basalwert). B: Reduktion der cAMP-Bildung in serumreduziertem Medium (FCSCS) in %
(Mittelwerte + SEM, n=3 (FCS) und n=6-8 (FCSCS)). Die Forskolin (fsk)-Kontrollen in beiden Medien
zeigen insgesamt keinen signifikanten Unterschied. # kennzeichnet signifikante Unterschiede von gpr3,
6 und 12 zu basalen Werten (p<0,001);* kennzeichnet signifikante Unterschiede beider Medien

(p<0,05) (A).
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2.2.  S1P und DHSI1P aktivieren eine gpr3-, 6- und 12-vermittelte Caz+-Freisetzung

gpr3, 6 und 12 werden transient in HEK293- und CHO-Zéllen transfiziert und auf die Freisetzung
intrazelluléren Calciums (Ca2+) nach Stimulation mit verschiedenen Lyso- bzw. Lysophospholipiden
(Sphingosin-1-Phosphat (S1P), Lysophosphatidséure (LPA), Dihydrosphingosin-1-Phosphat (DHS1P),
Sphingosylphosphorylcholin (SPC), Lysophosphatidylcholin (LPC) und Sphingosin (Sph), je 1uM)
untersucht.

Die Koexpression von gpr3, 6 und 12 mit Ga g, Ga 1 und anderen promiskuitiven Ga-Untereinheiten
liefert keine signifikante Ca2+-Freisetzung unter Standard-Kultivierungsbedingungen (10% FCS) in
HEK293- und CHO-Zellen (keine Abb.).

Dagegen reagieren gpr3-, 6- und 12-transfizierte HEK 293-Zellen, die unter Serumreduktion (1% FCS)
kultiviert werden, mit signifikanter Ca?*-Freisetzung von 200-350% Uber dem Basalwert \ektor- bzw.
Ga-transfizierter Zellen nach Gabevon S1P, DHS1P und LPA (nur gpr3) (Abb.17, S.66). SPC, LPC und
Sph sind wirkungslos, wahrend L PA zu dramatischen, endogenen Cal*-Frei setzungen fuhrt (Abb.18A,
S.67), wodurch verléRliche Aussagen nicht moglich sind. Agonistische Eigenschaften von LPA auf
gpr3, 6 und 12 kénnen zum jetztigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden, erfordern jedoch die
Bestétigung in Zellen mit geringem/keinem endogenen L PA-Hintergrund.

Interessanterweise sind endogene Hintergrundsignale in HEK293-Zellen nach Gabe von S1P/DHS1P
und LPA unter Serumreduktion um das 2-3- bzw. 15-20-fache erhdht (Abb.18A, S.67). Endogene
Signale auf LPC, SPC und Sph werden nicht beobachtet (keine Abb.).

Im Gegensatz zu der HEK293-Z€lle verfiigt die CHO-Zelle Uber einen deutlich geringeren endogenen
Lipid-Hintergrund, der durch Serumreduktion im Medium weiter reduziert werden kann (Abb.18B,
S.67). Dietransiente Transfektion von gpr3, 6 und 12 fuhrt jedoch zu keiner Ca?*-Frei setzung in CHO-
Zéellen (keine Abb.).

Zur Charakteriserung des endogenen Lipid-Hintergrundes in HEK293-Zellen wird €in
Expressionsprofil bekannter S1P/LPA-Lipidrezeptoren per RT-PCR erstellt (Abb.18C, S.67) und die
Présenz von edgl (schwach), edg2, edg3, edg5, edg7 und edg8 (A. Niedernberg, Aventis Pharma, DG
Herz-Kreislauf, unpubliziert) als auch gpr3, 6 und 12 nachgewiesen.

Die S1P-Stimulation (1uM) von HEK 293-Zellen nach transienter Transfektion mit den S1P-Rezeptoren
edgl, 3, 5, 6 oder 8 (Abb.18D, S.67) identifiziert sowohl den Gaq-KoppIer edg3 als auch die Gaj-
Koppler edg5 und edg8 a's Hauptverursacher des endogenen S1P-Hintergrundes. edgl fuhrt ohne die
K otransfektion eines promisquitiven G-Proteins zu keiner Ca?*-Freisetzung; edg6 fiihrt zwar zur Ca?*-
Freisetzung, ist aber nicht endogen exprimiert. Es ist davon auszugehen, da auch die endogen
exprimierten Ga;-Koppler gpr3, 6 und 12 (3.1., S.77) zum endogenen S1P-Hintergrund beitragen.
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Abb.17 S1P-, DHS1P-, und LPA-induzierte Ca2+-Freisetzung durch gpr3, 6 und 12 in HEK293-
Zellen. Nach transienter Kotransfektion von gpr3 (A), 6 (B) und 12 (C) mit Vektor (ohne), Gaq oder
Gaqg und Kultivierung der Zellen unter Lipidreduktion (1% FCS) werden Lipid-induzierte Ca’™-
Freisetzungen gemessen. Die prozentuale Stimulationen iiber dem jeweiligen Lipid-Hintergrund (Vektor

bzw. G-Protein) ist dargestellt als Mittelwert + SEM (n=>5, je Dreifachbestimmungen) . * kennzeichnet
signifikante Unterschiede tiber dem Lipid-Hintergrund (Vektor oder G-Protein), p<0,035.
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Abb.18 Untersuchung endogener S1P- und LPA-Signale in HEK293- und CHO-Zellen. Typische
endogene Hintergrundeffekte in Standard- (10% FCS) und serumreduziertem Medium (1% FCS) in
HEK293- (A) und in CHO-Zellen (B) (Mittelwerte + SEM, n=3-8). Die Lipidreduktion bewirkt sowohl
bei SI1P als auch bei LPA eine Vergrofierung des Hintergrundes in HEK293-Zellen. Eine reprdsentative
RT-PCR-Analyse der S1P/LPA-Rezeptor Expression in HEK293-Zellen (C) zeigt die Prdisenz von edgl
(schwach), edg2, edg3, edg5, edg7, edg8, gpr3, 6 und 12. D: Standardisierte Ca2+—Freisetzung der
Jeweiligen S1P-edgs nach transienter Transfektion in HEK293-Zellen (Mittelwerte + SEM, n=3). E:
Optimierung der Zellzahl fiir S1P-Messungen am Beispiel des gpr6 (Dreifachbestimmung, n=1).

2.3. Suramin fordert die S1P-induzierte Caz+-Freisetzung durch gpr3, 6 und 12

Suramin (1,3,5-Naphthalentrisulfonsdure) wird beschrieben als kompetitiver edg3-Antagonist ohne
Wirksamkeit an den verwandten S1P-GPCRs edgl und edg5 (Ancellin & Hla, 1999). Angesichts
endogener Lipidrezeptor-Expression in HEK293-Zellen und der Beobachtung, daf3 Suramin einige edg-
Rezeptoren selektiv zu inhibieren vermag, wird versucht, durch Suramin den ungewollten endogenen
und durch Serumreduktion weiter geforderten S1P-Hintergrund in Ca?*-Assays (Abb.18A, S.67) zu
unterdriicken. Transient transfizierte HEK293-Zellen werden hierzu in funktionellen Ca2+-Assays
verschiedenen Suramin-Konzentrationen (100, 300, 1000uM) ausgesetzt und nachfolgend mit 1uM S1P
stimuliert (Abb.19A, S.68). Die dleinige Gabe von Suramin fuhrt zu keiner Ca2+-Freisetzung aus
HEK?293-Z€ellen (Abb.21B a), S.70), jedoch erwartungsgemal’ zu einer signifikanten Reduzierung des
endogenen S1P-Hintergrundesin Vektor-transfizierten Zellen (Abb.19C, S.68).
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gpr3, 6 und 12 zeigen insgesamt eine Verbesserung des S1P-vermittelten cat-s gnals nach Suramin-
Gabe, und das deutet darauf hin, daR Sl1P-Rezeptoren in HEK?293-Zellen identische
Signaltransduktionswege zur Ca?*-Frei setzung benutzen. Die Préinkubation transfizierter Zellen mit
300puM Suramin fuhrt zu einer signifikanten Stimulation der gpr3-, 6-, 12- (Abb.19B, S.68) und rgpr3
(keine Abb.)-vermittelten S1P-Antwort. Suramin wird daher routinemal3ig in den Ca2+-Assays zZur
Charakterisierung dieser Rezeptoren eingesetzt.

Suramin hat keinen Einflu® auf die LPA-Hintergrund-Signale in HEK293-Zellen (keine Abb.).
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Abb.19 Effekt von Suramin auf die S1P-induzierte Ca2+-Freisetzung durch gpr3, 6 und 12. Die drei
Rezeptoren zeigen keine Sensitivitit (A) sondern eine gesteigerte Effizienz (B) des S1P-vermittelten
Ca2+—Signals nach Prdinkubation mit 3000M Suramin, wdhrend der endogene SIP-Hintergrund
signifikant unterdriickt wird (C). Die Behandlung von HEK293-Zellen mit 300uM Suramin fiihrt zu
keiner Ca2+-Freisetzung (keine Abb.). Die Ergebnisse sind dargestellt als Original Fluoreszenz-
Einheiten (A) bzw. als Prozent der jeweiligen Kontrolle (B+C) (Mittelwerte + SEM, n=3-3, je
Dreifachbestimmungen).* kennzeichnet Signifikanz gegeniiber Vektor-transfizierten Zellen (A) bzw.
Kontrollen ohne Suramin (B+C) (p<0,05).

24. ECs)-Werte von gpr3, 6 und 12 fiir S1P liegen im nanomolaren Bereich

Zur Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven werden transient mit gpr3, 6, 12 (Abb.20, S.69) und rgpr3
(Abb.21, S.70) transfizierte HEK293-Zellen mit S1P-Konzentrationen von 3nM-3nM, jeweils mit und
ohne Suramin (300MM), in einem funktionellen Ca2+-Asaay stimuliert.

Die Gegenwart von Suramin fuhrt dabel zu einer scherendhnlichen Verbesserung des Mef¥fensters: Der
endogene S1P/DHS1P-Hintergrund wird reduziert bei gleichzeitiger Potenzierung des cat-s gnalsder
gesamten gpr3, 6 und 12-Familie (incl. rgpr3), und zwar ohne signifikante Beeinflussung der ECsqy-
Werte (Tabelle 42, S.70). Berechnete ECgp-Werte fir S1P und DHSIP liegen im Bereich von 5x10°8 -
1x10'M (+Suramin).
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Abb.20  S1P-induzierte Dosis-Wirkungs-Kurven von gpr3, 6, 12 mit und ohne Suramin. Nach
transienter Transfektion von gpr3 (A), 6 (B), 12 (C) in HEK293-Zellen und Kultivierung der Zellen unter
serumreduzierten Bedingungen werden ECgn-Werte der S1P-vermittelten Ca®*-F, reisetzung im Bereich
von 50-100nM nach Stimulation mit angezeigten S1P-Konzentrationen gemessen (leere Symbole: ohne
Suramin, gefiillte Symbole: mit Suramin). Suramin fiihrt zu einer Inhibierung des endogenen SIP-
Hintergrundes, wihrend die Ca2+—Signale der Rezeptoren potenziert werden (Mittelwerte + SEM, n=3
(je Dreifachbestimmungen). * kennzeichnet Signifikanz gegeniiber Vektor-transfizierten Zellen (p<0,05)
in Gegenwart von Suramin.
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Tabelle 42 ECj5y-Werte fiir gpr3, 6 und 12 [nM]
(Angaben als horizontale Mittelung + SEM und vertikale Mittelung (in Klammern)
Rezeptor | S1P (ohne Suramin) | S1P (mit Suramin) | DHS1P (ohne Suramin) | DHS1P (mit Suramin)
hgpr3 145 + 65 (103) 92 + 50 (50) 148 + 85 (91) 88 +5(87)
hgpr6 97 + 18 (109) 62 + 27 (56) 58 + 15 (53) 51 + 16 (85)
hgpr12 78 + 16 (100) 113 + 42 (106) 174 + 33 (128) 75+ 10 (41)
rgpr3 - 68 + 18 (83) - 35+7(34)

Der rgpr3 fuhrt im Vergleich mit dem humanen gpr3 (hgpr3) zu einer effizienteren Ca*-Frei setzung
nach S1P-Stimulation (Abb.21C, S.70). Es ist jedoch offen, ob dieser Effekt auf eine starkere
Uberexpression des rgpr3 in HEK 293-Zellen zuriickzufiihren ist.
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Abb.21  Funktionelle Ca2+-Freisetzung durch rgpr3. A zeigt eine reprdsentative Dosis-Wirkungs-
Beziehung als Prozent des Maximalwertes in HEK293-Zellen in Gegenwart von Suramin (300uM). B:
Original—Ca2 *_Kurven einer 96-well-Platte, in die Vektor- bzw. rgpr3-transfizierte HEK293-Zellen
ausgsdt wurden (Kultivierung in 1% FCS) a) Gabe von Suramin, b) Gabe von SIP (3uM-3nM) auf die
Zellen von a), jeweils in einer Dreifachbestimmung fiir Vektor und rgpr3. C: Direkter Vergleich der S1P-
Dosis-Wirkungs-Kurven von humanem (hgpr3) und Ratten-gpr3 (rgpr3) (Mittelwerte + SEM, n=3
(hgpr3) bzw n=5 (rgpr3)). Die Daten fiir hgpr3 sind identisch mit Abb.20A, S.69.
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2.5.  gpr3, 6 und 12 reagieren neben S1P/DHS1P auf keine weiteren Lipide

Damehrere Lipidrezeptoren auf mehr als ein biologisch aktives Lipid reagieren (z.B. gpr4 wird aktiviert
durch SPC und LPC, Zhu et al., 2001), wird nach weiteren Aktivatoren von gpr3, 6 und 12 gesucht. Eine
Bibliothek, bestehend aus 200 bioaktiven Lipiden (0,1-1uM, drei 96-well-Platten), wird in einem
funktionellen FLIPR/Ca?*-Assay an transient transfizierten HEK293-Zellen appliziert, die unter
serumreduzierten Bedingungen (1% FCS) kultiviert worden sind (Abb.22, S.71; Abb.23. S.72).

Neun Lipide (5% der Bibliothek) induzieren Ca2+-SignaIe (Abb.22A, S.71), aber nur die S1P- und
DHSL1P-induzierte Ca?*-Frei setzung liegt signifikant Gber dem jeweiligen Lipid-Hintergrund (Abb.22B,
S.71). Suramin wird hier nicht zur Inhibierung des Lipid-Hintergrundes verwendet, da mogliche
I nteraktionen mit Substanz-K omponenten nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Die Starke des SIP/DHS1P-induzierten Ca?*-Signals, das unter VVerwendung der Bibliothek erhalten
wird, entspricht der Signalstérke von Einzel versuchen ohne Suramin.
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Abb.22  Suche nach %vr3-, 6- und 12-Aktivatoren in einer Bibliothek aus 200 bioaktiven Lipiden.
Neun Lipide rufen Ca“*-Freisetzungen in transient gpr3-, 6- und 12-transfizierten HEK293-Zellen
hervor, wobei nur SIP und DHSI1P signifikant iiber dem jeweiligen Lipid-Hintergrund liegen. Daten
sind dargestellt als Original-Fluoreszenz-Einheiten (A) oder als Prozent der Kontrolle (B) (Mittelwerte
+ SEM, n=3). * kennzeichnet Signifikanz iiber dem jeweiligen endogenen HEK293-Hintergrund mit
p<0,05.

71



IV Ligandenidentifizierung Uhlenbrock

Platte 1 Platte 2 Platte 3
1 L H] | I
i 1i il
1t » B | 1
" v| | | 5
B (] r E
== | !
] q - | ]
} .. |
i | ‘
’ 1 i }
; i
NN
1 l 1
o T AL H A B G B E & A@8 BB FooE
Wgrge » 1008 | 10000) P = (1984 , 10000y e = 1000 00T

Abb.23  Originale Ca**-Kurven der Substanz-Bibliothek am Rezeptor gpr6. HEK293-Zellen werden
transient mit gpr6 transfiziert und unter Serumreduktion kultiviert. Die Abb. zeigt die ca’ *_Signale der
200 bioaktiven Lipide eines reprisentativen Experiments. Nur die ca’ *_Mobilisierung von SIP (Platte
3, D6) und DHSIP (Platte 3, D8) liegt signifikant tiber dem jeweiligen Lipid-Hintergrund (n=3).

2.6.  Die gpr3-, 6- und 12-vermittelte Gag-Aktivierung ist stimulierbar durch S1P

Um zu untersuchen, ob S1P neben der gpr3-, 6-, 12- und rgpr3-vermittelten Ca2+-Freisetzung auch
aktivierend auf die Adenylat-Zyklase wirkt, werden HEK 293-Zellen mit den 0.g. Rezeptoren transfiziert
und nach Kultivierung in lipidfreiem Medium (FCSCS) einer S1P-Konzentration von 1M ausgesetzt.
Bei allen Rezeptoren zeigt sich ein relativ schwacher Anstieg des intrazellul&ren cCAMP-Spiegels von
~25% Uber dem basalen, konstitutiv erhthten cAMP-Spiegel (Abb.24A+C, S.73).

Demgegeniiber bewirken die Lipide DHS1P und LPA (je 1uM) nur eine Erhéhung der gpr3-vermittelten
CAMP-Bildung (Abb.24A, S.73). LPA zeigt auch Wirksamkeit am rgpr3 in vergleichbarer
Groenordnung (Abb.24C, S.73).

Der Betrag der gpr3-vermittelten cAMP-Bildung durch exogene S1P-Gabe entspricht dem Betrag der

Reduktion der basalen cAMP-Bildung durch Lipidentzug im Medium (Abb.24B, S.73 vgl. mit Abb.16,
S.64). Dieser Effekt ist bei den Rezeptoren gpr6 und gprl2 nur tendenziell zu erkennen.
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Dieses Ergebnis &3t zusammenfassend folgende Schllsse zu:

1.) S1Pist ein funktioneller Modulator der gpr3, 6 und 12-Familie: gpr3 ist am stérksten und gprl2 am
schwéchsten modulierbar.

2.) Die Reduktion konstitutiv erhdhter cAMP-Spiegel durch Lipidentzug kann komplett (gpr3) bzw.
teilweise (gpr6+12) durch das Lipid S1P kompensiert werden.

3.) gpr3, 6 und 12 sind aufgrund der konstitutiven Aktivitét bereits nahezu maximal aktiviert.

A e aprE gpriz
e 175 T8
¥ r =04
giﬁ] i _ 55
% 'WJ:' - - (ST — rvey . a __Eﬁ 2.
Ed o |
Bl [ n s i
wd | m - -
i E ; RE i it
EIP DHSEP LPA basal S1F DCHEIF LPA
B = 10 C 700-
o % JCFCS e FCSCS EER FOBCE+51P o E'DI:I: —basal
322 . == zasie
3 = %7 % @ 500- EEELPA D .
5% _ N 23
=& o G 400
enl 80~ \\;{ > B
.E 2 o gf: 300
D5 3
@2 s0- 3 S N %E 200
sofl (MRS | (MRS [ (MR Wﬂ-ﬂ
= ol
gpra gpré gpriz
Veltor rgpr3

Abb.24 Modulation der gpr3-, 6- und 12-vermittelten Adenylat-Zyklase-Stimulation durch Lipide.
Die konstitutive Aktivierung der Adenylat-Zyklase kann in transient gpr3-, 6- und 12-transfizierten
HEK293- Zellen durch S1P, DHS1P und LPA (nur gpr3) gesteigert werden (jelWM) (A). Die Effekte der
drei Lipide sind dargestellt als Prozent iiber der Vektor-Transfektion (Mittelwert + SEM, n=35, je 6-fach
Bestimmung). B: Die intrazellulire cAMP-Bildung durch exogene S1P-Gabe entspricht komplett (gpr3)
bzw. teilweise (gpr6+12) dem Betrag der cAMP-Reduktion durch Lipidentzug (FCSCS-supplementiertes
Medium). Die Daten sind dargestellt als Prozent gegeniiber dem cAMP-Niveau in Standard-Medium
(10% FCS) (Mittelwerte + Standardfehler eines reprisentativen Experiments (6-fach Bestimmung),
n=3). C: SI1P- und LPA-vermittelte Adenylat-Zyklase-Aktivierung durch den Rezeptor rgpr3 als Prozent
iiber Kontrolle (Vektor-Transfektion) (Mittelwert + Standardfehler eines reprisentativen Experiments
(6-fach Bestimmung), n=2-3). * kennzeichnet Signifikanz gegeniiber dem Basalniveau (A+C) bzw.
Standard-Medium (B) mit p<0,05.
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2.7.  S1P induziert die Internalisierung eines gpr6-GFP-Fusionsproteins

Die Agonist (S1P)-induzierte Internalisierung eines C-terminalen Fusionsproteins aus gpré und einem
grun fluoreszierenden Protein (GFP) wird per Fluoreszenzmikroskopie in transient transfizierten
HEK293-Zellen analysiert. gpr6-GFP wird dabei exemplarisch fir die gesamte gpr3, 6 und 12-
Rezeptorfamilie behandelt. GFP-K onstrukte der Rezeptoren edg3, edg8 und Urotensin |1 (Ull) werden
zum Vergleich mit bekannten S1P-Rezeptoren (edg3-GFP, edg8-GFP) bzw. nicht-Lipidrezeptoren (UlI-
GFP, A. Hattenberger, Aventis Pharma, 2001, unpubliziert) herangezogen.

Nach transienter Transfektion kann gpr6-GFP in der Plasmamembran und in intrazelluléren Membranen
von HEK293-Zellen lokalisiert werden. Die Présenz des gpr6 auf der Zelloberflache ist stark abhangig
vom Lipidgehalt des Mediums. Wahrend sie unter Standard-K ultivationsbedingungen (10% FCS) nicht
detektiert werden kann (vgl. Abb.33, S.82), verstérkt das , Aushungern gpr6-GFP-transfizierter
HEK?293-Z€llen in lipidfreiem Medium (10% FCSCS) bzw. einem zusétzlichen Inkubationsschritt in
serumfreiem Medium die Ausprégung der Plasmamembran-Lokalisation (Abb.34, S.83). Der Anteil
gpr6-GFP-transfizierter Zellen, der unter serumfreien Kultivationsbedingungen eindeutige, teilweise
zusétzliche, Plasmamembran-L okalisation aufweist, wird auf ca. 20% geschétz. Im Gegensatz dazu kann
der S1P-Rezeptor edg3-GFP ausschliefdlich in der Plasmamembran detektiert werden.

Die folgenden Untersuchungen beziehen sich auf die SlP-induzierte Internalisierung der
plasmamembranstandigen gpr6-GFP-Rezeptoren unter serumfreien Bedingungen, wahrend die basale,
intrazellulére L okalisation dieses Rezeptors gesondert unter Kapitel 4, S.81 behandelt wird.

Unter serumfreien Bedingungen fihrt die S1P-Behandlung (100nM) gpr6-GFP-transfizierter Zellen fir
30min und 60min (Abb.25C+D+F, S.75) zur vermehrten Transl okation membransténdiger Rezeptoren
zu intrazellulédren Kompartimenten bei 37°C, nicht aber bei 4°C (Abb.25B, S.75). DHS1P |6st wie S1P
eine Translokation ins Zellinnere aus und nach der Behandlung kénnen keine GFP-Signale mehr in der
Plasmamembran detektiert werden.

LPC, SPC oder Sph fuhren zu keiner Zunahme von gpr6-Internalisierungen (keine Abb.). Obwohl LPA
tendenziell zu gpr6-vermittelter Caé*-M obilisierung fuhrt (Abb.17B, S.66), 16st es keine vermehrte
Internalisierung des gpr6-GFP Konstruktes aus (keine Abb.).

Unter serumfreien Bedingungen verhalten sich die plasmamembranstandigen gpr6-GFP-Rezeptoren wie
die S1P-Rezeptoren edg3- und edg8-GFP, die mit 100nM S1P ebenfalls komplett internalisiert werden
konnen. Teilweise wird eine beginnende Abkugelung edg3/8- und gpr6-GFP-transfizierter Zellen nach
60min beobachtet. Im gleichen Zeitraum |6st die Behandlung UlI-GFP transfizierter HEK293-Zellen
weder Translokation noch Abkugelung aus (Abb.26, S.75).

Ein funktioneller cAMP-Assay belegt die Funktionalitét des gpr6-GFP Konstrukts (Abb.32, S.81).
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Abb.25 Agonist-induzierte gpr6-GFP-Internalisierung. Nach transienter Transfektion mit gpr6-GFP
und konsequentem Serumentzug werden HEK293-Zellen mit lipidfreiem Medium (A+E) oder 100nM
SIP fiir 30min (C+F) oder 60min (D) behandelt. Am konfokalen Fluoreszenzmikroskop (40x
Olimmersion) zeigt sich die zeitabhiingige, S1P-induzierte Internalisierung plasmamembranstindiger
Rezeptoren bei 37°C, nicht aber bei 4°C (B). Die Fluoreszenzbilder zeigen einzelne Zellen (A-D) bzw.
einen Uberblick (E+F) von n=>5 unabhdingigen Einzelexperimenten.

edg3-GFP edg8-GFP gpr6-GFP UII-GFP

100nM S1P

Abb.26  S1P-induzierte Internalisierung. edg3-, edg8-, gpr6- und UlI-GFP-transfizierte HEK293-
Zellen werden lipid- und serumfrei kultiviert und anschliefend fiir 60min (37°C) einer SIP-
Konzentration von 100nM ausgesetzt. Im Fluoreszenzmikroskop (63x Olimmersion) zeigt sich eine
komplette Internalisierung der S1P-Rezeptoren edg3/8 sowie des Rezeptors gpr6 mit beginnender
Zellabkugelung. Der Peptidrezeptor UII ist insensitiv gegeniiber S1P. Die Fluoreszenzbilder zeigen
Zellen aus n=5 unabhdngigen Einzelexperimenten.
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2.8.  Eine stabile gpr3-Zelllinie zeigt dramatisch erhohte basale cAMP-Spiegel

HEK293/PSC-Zellen werden mit gpr3/pEAKS (puro) und pEAKS8-Vektor transfiziert und 5 Wochen
unter kontinuierlich steigenden Konzentrationen des Selektions-Antibiotikums Puromycin (1mg/mi
Endkonzentration) kultiviert.

Nach Ablauf der Selektions-Phase werden gpr3/PSC-Zellen in einem FLIPR/Ca2*- und in einem cAMP-
Assay auf Funktionalitét getestet: In einer Dosis-Wirkungs-Kurve kann gegenlber einer stabilen
PEAK8/PSC-Zélllinie keine Ca?*-Freisetzung nach Stimulation mit 3nM-3uM S1P gemessen werden
(n=2, keine Abb.).

Im Gegensatz dazu wird in gpr3/PSC-Zellen eine Erhdhung des intrazelluléren cAMP-Spiegels von
>Faktor 10 gegenliber pEAK8/PSC-Zellen gemessen. Vergleichbar hohe cAM P-Freisetzungen werden
in pEAK8/PSC-Zé€llen durch Stimulation mit 250uM Forskolin (fsk) erzielt (Abb.27, S.76).
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Abb.27 Konstitutive Aktivierung der Adenylat-Zyklase in einer stabilen gpr3/PSC-Zelllinie. In einem
Sfunktionellen cAMP-Assay zeigt eine stabile gpr3-Zelllinie dramatisch erhéhte basale cAMP-Spiegel,
die der Aktivierung Vektor-transfizierter Zellen mit 250uM Forskolin (fsk) entspricht (Mittelwerte +
SEM, n=4). * kennzeichnet signifikante Unterschiede zu basalen Werten ( p<0,01).
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3. Signaltransduktion von gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen

Neben der Identifizierung des Liganden ist die Aufkldrung des Signaltransduktionsweges eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptors entscheidend fir das Verstandnis seiner Physiologie.

In diesem Kapitel wird die Involvierung der gut charakterisierten G-Proteine Ga; Gag und Gaq mit
Hilfe spezifischer Inhibitoren untersucht. Andere G-Protein-Typen wie z.B. Ga /13 werden in diese
Untersuchung nicht mit einbezogen.

3.1.  gpr3, 6 und 12 koppeln an Ga;- und GagSignaltransduktionswege

Die transiente Transfektion von gpr3, 6 oder 12 in HEK293-Zellen resultiert in einer dramatischen
Erhdhung des intrazelluléren cAMP-Spiegels, ohne dal? es einer Stimulation mit einem Agonisten
bedarf. Dieses Verhalten deutet auf eine konstitutive Aktivierung von G-Proteinen des Typs Gag durch
gpr3, 6 und 12 hin (Abb.16, S.64). Uberraschenderweise fallt in einem cAMP-Assay, der zur
Inaktivierung endogener Ga;-Proteine in Gegenwart von Pertussistoxin (PTX) durchgefihrt wird, die
konstitutive Aktivierung der Adenylat-Zyklase signifikant hoher aus (Abb.28A, S.77). Gleichzeitig
konnen die gpr3-, 6- und 12-vermittelten, konstitutiv erhéhten cAMP-Spiegel durch die Koexpression
von Ga; reduziert werden (Abb.28B, S.77). Die fsk-Kontrollen werden weder von PTX noch von der
Ga;-Kotransfektion signifikant beeinfluft.
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Abb.28 Konstitutiv aktive Kopplung von gpr3, 6 und 12 an Ga und Gag Die konstitutive Aktivierung
der Adenylat-Zyklase durch gpr3, 6 und 12 kann durch PTX signifikant erhoht (A) und durch Gaj;-
Kotransfektion signifikant erniedrigt werden (B). Darstellung als Prozent der Kontrolle (Vektor-
Transfektion) mit Mittelwerten + Standardfehler je eines reprisentativen Experiments (6-fach
Bestimmung), n=3. * kennzeichnet Signifikanz von p<0.05 der PTX-Behandlung (A) bzw. der Gaj;-
Kotransfektion (B). C: Schematische Darstellung der Kopplung an Ga und Gag
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Diese Ergebnisse lassen zwei Schlul3folgerungen zu:

1.) gpr3, 6 und 12 aktivieren parallele Signaltransduktionswege tber Ga; und Gag (, dual coupling

Abb.28C, S.77) und

Uhlenbrock

2.) Konstitutive Aktvitéat von gpr3, 6 und 12 aktiviert Ga;- und Ga g Signaltransduktionswege.

G-Proteine des Typs Ga; vermitteln neben der Stimulation der Adenylat-Zyklase Uber die a-
Untereinheit die Freisetzung desintrazel luléren Botenstoffes ca?* uber die bg-Untereinheit. Tatsachlich
fuhrt die S1P-Stimulation transient gpr3-, 6- und 12-transfizierter HEK293-Zellen in FLIPR/Ca’*-
Assays zu intrazellul &ren Ca?*-Freisetzungen (Abb.17, S.66). Das S1P-induzierte Ca2*-Signal von gpr3,
6 und 12 kann durch PTX komplett inhibiert werden und bestétigt so die Beteiligung von Ga;-
Untereinheiten an der Signaltransduktion, wahrend G-Proteine des Typs Gag ausgeschlossen werden
kénnen (Abb.29A+B, S.78). Die Freisetzung von intrazelluldrem caZt erfol gt entsprechend tber diebg
Untereinheit des Ga;-Proteins. Als Kontrolle fir die PTX-Behandlung wird der Gay-koppelnde

Angiotensin |1-Rezeptor (ATIl15) verwendet, der PTX-Insensitivitét aufweist (Abb.29C, S.78).
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Abb.29 Beteiligung von Ga;-Untereinheiten an der gpr3-, 6- und 12-Signaltransduktion. Originale
Ca®"-Kurven eines reprisentativen Einzelexperiments (A) und standardisierte Fluoreszenz-Einheiten
(Mittelwerte + SEM, n=3) (B) zeigen die totale PTX-Sensitivitit der SIP (IuM)-induzierten Ca®-
Freisetzung durch gpr3, 6 und 12, nicht jedoch der des Rezeptors ATII1p nach AT-II-Stimulation (30

und 100nM) (C).* kennzeichnet Signifikanz von p<0.001.

78




IV Signatransduktion von gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen Uhlenbrock

3.2.  Die S1P-vermittelte Ca2+-Freisetzung entstammt TG-sensitiven Speichern

Thapsigargin (TG) ist ein Inhibitor der Ca®*-AT Pase des Endoplasmatischen Reticulums (ER) und fiihrt
Zur irreversiblen Leerung intrazellulérer ER-Ca2+-Spei cher. Folglich stehen diese Speicher fur die
Freisetzung von Ca?* nach Gaj- oder Gag-Aktivierung nicht mehr zur Verfigung.

Nach der TG-Behandlung transient gpr3-, 6- und 12-transfizierter HEK293-Zellen ist die S1P-
vermittelte Ca2+-Freisetzung komplett aufgehoben (Abb.30A+B, S.79), so da’ TG-sensitive,

intrazellulére Ca?*-Speicher als ausschlieRliche Quellen fiir die Ca?*-Freisetzung angesehen werden
konnen.

Damit LPA (1uM) noch geringe Mengen CaZ* aus TG-vorbehandelten, V ektor-transfizierten HEK 293-
Zellen freigesetzt werden kann (Abb.30C, S.79), miissen weitere intrazelluldre Ca?*-Speicher neben
dem ER an der LPA-Signaltransduktion beteiligt sein (z.B. der Zellkern oder Mitochondrien).
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Abb.30 Inhibierung der gpr3-, 6- und 12-vermittelten Ca2+-M0bilisierung durch Thapsigargin (TG).
Das S1P-induzierte Ca2+—Signal der drei Rezeptoren (A) ist komplett hemmbar durch TG (B). Im
Gegensatz dazu lassen sich nach der TG-Behandlung Vektor-transfizierter HEK293-Zellen mit LPA
noch geringe Mengen Ca®* freisetzen (C). D: Typische Ca2+—Freisetzungen initiiert durch TG.
Originaldaten von n=3 Experimenten (je Dreifachbestimmung) sind dargestellt.
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3.3.  Die Sphingosin-Kinase ist an der Signaltransduktion beteiligt

Eine 15-minidtige Prainkubation von gpr3-, 6- und 12-transfizierten HEK293-Zellen mit dem
kompetitiven Sphingosin-Kinase-Inhibitor Dimethylsphingosin (DMS, 30uM) fihrt zu einer 50-75%-
igen Reduktion des S1P-induzierten Ca2+-SignaIs (Abb.31A, S.80). Dieses Ergebnis deutet auf die
Involvierung der intrazellularen Sphingosin-Kinase an der gpr3-, 6- und 12-vermittelten Ca?*-
Signaltransduktionskaskade hin.

Im Gegensatz dazu ist die endogene, LPA-induzierte Ca2+-Freisetzung in HEK293-Zellen komplett
insensitiv gegentiber DM S (Abb.31B, S.80).
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Abb.31 Beteiligung der Sphingosin-Kinase an der gpr3-, 6- und 12-vermittelten Ca2+-Freisetzung.
Das Ca2+—Signal der drei Rezeptoren in HEK293-Zellen ist partiell sensitiv gegeniiber Inhibitoren der
Sphingosin-Kinase (z.B. DMS) (A). Daten sind dargestellt als Prozent der Kontrolle ohne DMS-
Behandlung (Mittelwerte + SEM, n=3). * kennzeichnet Signifikanz von p<0.05 gegeniiber
unbehandelten Zellen. B: Reprdsentative Ca®*-Kurven des endogenen LPA-Hintergrundes zeigen
Insensitivitdt gegeniiber DMS.
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4. Einfluf3 von konstitutiver Aktivitat auf die zellulare Lokalisation von
gpr3, 6 und 12

4.1.  Herstellung und Charakterisierung eines gpr6-GFP-Fusionsproteins

Exemplarisch fur die gpr3, 6 und 12-Rezeptorfamilie wird ein C-terminales Fusionskonstrukt des
humanen Rezeptors gpré mit einem grin-fluoreszierenden Protein der Qualle Aequoria victoria (GFP)
hergestellt und hinsichtlich Lokalisation und Physiologie in HEK293-Zellen per
Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Fur die Fusion ist es erforderlich, das STOP-Codon der gpr6-Sequenz durch PCR-Mutagenese zu
deletieren und das PCR-Fragment in-frame in den GFP-Fusionsvektor pEGFP-N3 (Clontech) zu
klonieren. Zum Vergleich mit anderen S1P- bzw. Peptid-Rezeptoren werden edg3-GFP, edg8-GFP bzw.
Urotensin-11 (UI1)-GFP-Konstrukte (A. Hattenberger, Aventis Pharma, unverdffentlicht) hergestelit.

24h nach transienter Transfektion des Fusionskonstrukts gpr6-GFP in HEK293-Zellen kann in einem
CAMP-Assay eine signifikante Erhéhung des intrazelluldren cAMP-Spiegels im Vergleich zu Vektor
(PEGFP-N3)-transfizierten Zellen gemessen werden (Abb.32, S.81). Obwohl das gpr6-GFP-K onstrukt
konstitutive Aktivitét aufweist, ist das Ausmal3 der Stimulation in HEK 293-Zellen gegeniiber dem gpr6-
Wild-Typ reduziert und mul als partielle Einschrankung der gpr6-Physiologie durch das eGFP-tag
(Beeintréchtigung der Proteinfaltung, Expressionsrate etc.) interpretiert werden. Nichtsdestotrotz erfolgt
offensichtlich die Expression und der Transport des Fusionsproteins zur Plasmamembran, gefolgt von
konstitutiver Stimulation des Ga g Signaltransduktionswegs.

Aufgrund tberlappender Absorption von GFP und dem Ca?*-Indikator fluo-4 bei 488nm kann der
FLIPR/Ca®*-Assay nicht zur Charakterisierung von GFP-Konstrukten, z.B. anhand von Dosis-
Wirkungs-Beziehungen, herangezogen werden.

Bildung van cAMP
[% Uber basal]
2888
i b
sk N

gprs-GFP o

Abb.32  Funktionalitit des gpr6-GFP-Fusionsproteins in HEK293-Zellen. gpr6-GFP und gpr6-wt
werden transient in HEK293-Zellen transfiziert und in einem funktionellen cAMP-Assay hinsichtlich
konstitutiver Aktivierung der Adenylat-Zyklase nach Kultivierung in lipidfreiem Medium untersucht. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Prozent iiber basal (pcDNA3.1 (gpr6-wt) bzw. pEGFP (gpr6-GFP)) je
als Mittelwert + SEM, n=3 (gpr6-GFP) bzw. n=38 (gpr6-wt).
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4.2.  Lokalisation von gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen

Nach Kultivierung unter Standard-Bedingungen (10% FCS) werden endogen exprimierte Rezeptoren
gpr3, 6 und 12 (Abb.18C, S.67) unter Verwendung der gpr3-, 6- und 12-Peptidantikdrper und einem
Anti-Kaninchen Alexa530nm-Sekundérantikorper in untransfizierten HEK293-Zellen immunologisch
detektiert. Am konfokalen Fluoreszenzmikroskop zeigt sich fir alle drei Rezeptoren eine Uberwiegend
diffuse, intrazellulére Lokalisation mit Aussparung des Zellkerns (Abb.33, S.82).

gpriz ohne Antikorper

gpr3 gpré

Abb.33 Zytoimmunologische Fiirbung endogen exprimierter Rezeptoren gpr3, 6 und 12. HEK293-
Zellen (Kultivierung in Standard-Medium) werden fixiert, permeabilisiert und mit gpr3-, 6- bzw. 12-
Peptidantikorpern  inkubiert. Die Analyse der Immunfirbung erfolgt per konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie nach Kofdrbung mit einem Alexa530nm-Sekunddrantikorper. Fiir alle drei
Rezeptoren werden diffuse Signale im Zellinneren mit Aussparung der Zellkerne erhalten, wihrend der
Sekunddrantikérper keine Signale liefert. Die dargestellten Bilder zeigen reprisentative Zellen aus 2
unabhdngigen Immunfirbungen.

Die intrazelluldre Verteilung des endogen exprimierten Rezeptors gpré (Abb.33, S.82) unterscheidet
sich nicht von der des rekombinanten gpr6-GFP-Fusionsproteins unter  Standard-
Kultivationsbedingungen (10% FCS) (Abb.34A, S.83). Folglich kann das Auftreten der intrazelluldren
L okalisation aufgrund der Fusion mit dem GFP-Protein ausgeschl ossen werden.

Die Kultivierung in lipidfreiem Medium (10% FCSCS) fordert die Auspragung einer Plasmamembran-
Lokalisation (Abb.34B, S.83) und kann durch konsequenten Serumentzug im Medium (1-2h, 37°C)
tendenziell weiter verstérkt werden (Abb.34C, S.83) (vgl. 2.7, S.74). Vergleichsweise ist der S1P-
Rezeptor edg3-GFP, fur den keine konstitutive Aktivitét beschrieben ist, unabhéngig vom Lipidgehalt
des Mediums in der Plasmamembran lokalisiert (Abb.34D, S.83).

Die Abhangigkeit vom Serum- bzw. Lipidgehalt im Medium ist eine weitere Bestétigung flr einen
bioaktiven Aktivator im Serum. Nichtsdestotrotz kann der Anteil der Zellen, die eine Plasmamembran-
Lokalisation zeigen, nicht Uber ca. 20% gesteigert werden.

Mdoglicherweise ist die kongtitutive Aktivitdt des gpré mit fUr die intrazelluldre Lokalisation
verantwortlich.
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edg3-GFP

Abb.34  Intrazelluliire Lokalisation von gpr6-GFP. HEK293-Zellen werden mit gpr6-GFP (A-C)
transfiziert und unter Standard-Bedingungen (10% FCS) (A), Lipidentzug (10% FCSCS) (B) bzw.
Serumentzug (1-2h, 37°C) (C) kultiviert. 30h nach transienter Transfektion und Kultivierung in 10%
FCS ist gpr6-GFP fast ausschlieflich intrazelluldir lokalisiert (A). Lipidentzug erhoht den Anteil der
Zellen, die eine zusdtzliche Plasmamembran-Lokalisation des gpr6-GFP aufweisen (B). Die
Ausprdgung der Plasmamembran-Lokalisation kann durch Serumentzug (C) weiter gesteigert werden.
Der Anteil der Zellen, die unter Serumentzug eine Plasmemembran-Lokalisation des gpr6-GFEP zeigen
(siehe Pfeile) betrdigt ca. 20%. Der S1P-Rezeptor edg3-GFP ist unabhdngig vom Lipidgehalt des
Mediums in der Plasmamembran lokalisiert (D). Die Bilder A-D zeigen reprisentative Zellen aus 3-5
unabhdngigen Experimenten im konfokalen Fluoreszenzmikroskop. edg3-GFP (D) wird stdirker
exprimiert als gpr6-GFP (A-C) und kann deshalb mit geringeren Belichtungszeiten detektiert werden.

4.3.  Die Adenylat-Zyklase-Aktivierung verhiilt sich umgekehrt proportional zum

Expressionsniveau

Zum Zeitpunkt relativ schwacher gpr6-GFP Expression (<36h) wird in HEK293-Zellen unter lipidfreien
Bedingungen eine schwach ausgeprégte Plasmamembran-L okalisation mit zusétzlichen, dominierenden
intrazelluldren GFP-Signalen festgestellt (Abb.34B, S.83). Da die konstitutive Aktivierung der
Adenylat-Zyklase ausschliefflich von GPCRs in der Plasmamembran initiiert werden kann, ist die
Abhéangigkeit der Adenylat-Zyklase-Aktivierung vom gpr3-, 6- und 12-Expressionsniveau in HEK293-
Zellen untersucht worden.

Die drei GPCRsinduzieren 24h nach transienter Transfektion und Kultivierung in lipidfreiem Medium
(10% FCSCS) einen starken Anstieg des basalen cAMP-Spiegels um 300% gegenlber dem Niveau
Vektor-transfizierter Zellen (vgl. Abb.16, S.64). Dieses Verhaten wird anhand vorheriger Ergebnisse
as konstitutive Gag-Aktivierung interpretiert (3.1., S.77).

I nteressanterwei se reduziert sich das Ausmal3 der Agonist-unabhéngigen Adenylat-Zyklase-Stimulation
um 25-45% nach 48h (Abb.35A, S.84). Um zu untersuchen, ob die reduzierte Funktionalitdt der
Rezeptoren auf eine verringerte Expression auf der Plasmamembran zuriickzufihren ist, wird zur
» Visuaisierung* der zelluléren Bedingungen die konfokal e Fluoreszenzmikroskopie herangezogen.
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24h nach der Transfektion (lipidfreie Bedingungen) ist die Expression des gpr6-GFP sehr schwach
ausgepragt, und GFP-Fluoreszenzsignale kénnen in intrazelluldren Kompartimenten und teilweise an
der Plasmamembran lokalisiert werden. Nach weiteren 24h sind gpr6-GFP-Signale deutlich verstarkt,
alerdings weisen nahezu alle Zellen GFP-Signale innerhalb der Zelle auf. Im direkten Vergleich dazu
zeigen edg3-GFP transfizierte Zellen 48h nach der Transfektion ausschliefdlich Plasmamembran-
Lokalisation (Abb.35B, S.84).
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Abb.35 Korrelation zwischen konstitutiver Aktivitit und intrazellulirer Lokalisation. Das Ausmaf;
der Adenylat-Zyklase-Aktivierung nach transienter Transfektion von gpr3, 6 und 12 ist nach 48h
geringer als nach 24h (A). Anhand des gpr6-GFP Konstruktes kann im Vergleich zum 24h-Zeitwert eine
Zunahme der Expression sowie die Anhdufung von GFP-Fusionsproteinen im Zellinneren nach 48h
festgestellt werden (B). Daten in A sind dargestellt als prozentuelle Abnahme der cAMP-Bildung
(Mittelwert + SEM, n=3); * symbolisiert signifikante Unterschiede zwischen 24h und 48h Zeitwerten.
B: Konfokale Fluoreszenzbilder des gpr6-GFP 24h und 48h nach der Transfektion im Vergleich zu
edg3-GFP (n=2). Die Pfeile kennzeichnen schwache Plasmamembranlokalisation nach 24h. Die
Belichtungszeiten der Bilder sind identisch.

4.4. FEin putatives ER-Retentions-Signal hat keinen Einfluf§ auf die Lokalisation

Priméarsequenz-Analysen zeigen die Prasenz von Dileucin (I1soleucin)-Motiven im C-Terminus von gpré
und gprl12 sowie eines ,RXR“-Motivs im C-Terminus von gpr3, 6 und 12 (Abb.36A, S.85) und rgpr3
(Abb.15, S.63). Sowohl ,LL/LI* as auch ,RXR" werden mit intrazellulé&ren Transport- und
Internalisierungsvorgangen in Verbindung gebracht. Das ,,RXR“-Motiv vermittelt beispielsweise bei
GABARg1-Rezeptoren eine Retention im ER. Erst durch die Heterodimerisierung mit einer GABARg,-
Untereinheit wird das Motiv maskiert und der funktionelle GABAg1,g>-Rezeptor zur Plasmamembran
trangportiert (Margeta-Mitrovic et al., 2000, Pagano et al., 2001).

Um die Relevanz dieses putativen Motivs fir die Lokalisation des gpr6-GFP zu untersuchen, bzw. um
die Frage zu kléren, ob die intrazelluldre Lokalisation méglicherweise auf eine ER-Retention
zuruckzufihren ist, wird das Motiv per PCR-M utagenese gegen die neutralen Aminosduren Alanin (A)
ausgetauscht. Das Entfernen des putativen ER-Retentions-Motivsim Rezeptor gpr6-GFP sollteim Falle
gleicher physiologischer Bedeutung wie beim GABA g1-Rezeptor zur Aufhebung der Retention und zum
Transport des Fusionskonstruktes gpr6(RSR->AAA)-GFP zur Plasmamembran fihren.
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gpr6-GFP und gpr6(RSR->AAA)-GFP werden in HEK239-Zellen transfiziert und die Lokalisation per
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die GFP-Signade des gpr6(RSR->AAA)-GFP
(Abb.36D, S.85) sind gegeniiber dem gpr6-GFP (Abb.36C, S.85) deutlich schwécher ausgepragt, jedoch
liegt nach Kultivierung der Zellen in lipidfreiemMedium (10% FCSCS) weiterhin eine Anhdufung im
ER vor. Da auch das gpr6(RSR->AAA)-GFP Konstrukt in einem cAMP-Assay zu erhéhten cAMP-
Spiegeln fuhrt (Abb.36B, S.85), kdnnen daraus folgende Schllisse gezogen werden:

1) Das ,RXR"-Motiv hat im Fall von gpr6-GFP nicht die Funktion der ER-Retention wie im Fall des
GABAR1-Rezeptors.

2. Das Motiv ist relevant, es fehlen jedoch weitere charakteristische Wechselwirkungspartner in
HEK?293-Zellen.

3.) Das ,,RXR*-Motiv im C-Terminus von gpr3, 6 und 12 ist Zufall.

A 53

IRE
qpr Yo |PATYHSMINT
| A J

=13 Cewsy [PATYNSTINT

o

1230

1000~
Ta0-+ .

Bildung von cAMP
[% (ber basal]

]
=i

F=] i
o€
53
3
o
Wl
e
e gpr6-GFP gpr6(RSR->AAA)-GFP
o

Abb.36 Substitution eines putativen ER-Retentions-Motivs. Der C-Terminus von gpr3, 6 und 12 zeigt
., LL/LI“-Motive und ein ,, RXR “-Motiv, das ER-Retention bei GABAg-Rezeptoren bewirkt (A). Eine
gpr6-GFP-Mutante ohne das ,,RSR“-Motiv (RSR->AAA) zeigt eine konstitutive Adenylat-Zyklase-
Stimulation von ca. 300% iiber dem Niveau Vektor-transfizierter Zellen (B) und unterscheidet sich nicht
in der intrazelluldren Lokalisation (D) von gpr6-GFP (C). Die cAMP-Bildung durch gpr6-wt, gpr6-GFP
bzw. gpr6(RSR->AAA)-GFP ist dargestellt als Prozent iiber basal (pcDNA3.1- bzw. pEGFP-
Transfektion) (Mittelwerte + SEM, n=2-3). C und D zeigen reprdsentative intrazelluliire Verteilungen
per konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (40x Olimmersion) (n=2).
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4.5. Einflul von Kotransfektion auf die intrazellulire Lokalisation

In den letzten Jahren haben Berichte Uber GPCR-Oligomerisierung die Komplexitéat dieser
Rezeptorfamilie weiter erhéht. Wie bereits unter 4.4., S.84 angesprochen, ist beispielsweise die
Heterodimerisierung von GABAR;- und GABAR,-Untereinheiten Kriterium fur den Transport zur
Plasmamembran (Pagano et al., 2001).

Da gpr3, 6 und 12 jeweils endogen in HEK293-Zellen exprimiert werden (Abb.18C, S.67; Abb.33,
S.82), kann nicht ausgeschossen werden, dal3 diese Rezeptoren untereinander funktionelle Heterodimere
aushilden, die mdglicherweise fir den funktionellen Transport zur Plasmamembran bzw. die
Zuriickhaltung im ER relevant sind.

gpr3 und gprl2 werden jeweils mit gpr6-GFP kotransfiziert und die Beeinflussung der gpr6-GFP-
Lokalisation per konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Weder die Kotransfektion mit gpr3
noch mit gprl2 fihrt zu Veranderungen der Uberwiegend perinukledr dominierten Lokalisation von
gpr6-GFP (Abb.37, S.86). Mit diesem Ergebnis kann eine funktionelle Heterodimerisierung innerhalb
der gpr3, 6 und 12-Rezeptorfamilie nicht absol ut ausgeschl ossen werden; eskann aber postuliert werden,
dal3 eine Heterodimerisierung von gpr3 oder gprl2 mit gpr6-GFP unrelevant fir den Transport von gpr6-
GFP zur Plasmamembran ist.

Da das GFP-Pratein am C-Terminus von gpr6-GFP moglicherweise zur sterischen Hinderung einer
Interaktion mit gpr3 oder gprl2 beitrégt, kann eine exakte Interaktionsanalyse nur durch Kotransfektion
der Wildtyp-Rezeptoren geklart werden.

+ gpr3 + gprl2

Abb.37 Kotransfektion von gpr6-GFP mit gpr3 und gprl2. 48h nach transienter Kotransfektion von
gpr6-GFP mit pcDNA3.1 (A), gpr3 (B) bzw. gpri2 (C) und Kultivierung in lipidfreiem Medium (10%
FCSCS) zeigt sich im konfokalen Fluoreszenzmikroskop (40x Olimmersion) eine iiberwiegend
intrazellulire Lokalisation von gpr6-GFP. Die parallele Prdsenz von gpr3 (B) bzw. gpri2 (C) hat
keinen Einfluf} auf das zelluldre Verteilungsmuster. Die Bilder zeigen reprdsentative Zellen aus 2
unabhdngigen Experimenten.

4.6.  Untersuchung von inversem Agonismus am Rezeptor gpr6

Wahrend eine Agonist-stimulierte Aktivierung durch einen Antagonisten aufgehoben werden kann,
versteht man unter inversem Agonismus die Abschaltung einer Agonist-unabhéngigen, konstitutiven
Aktivitét. Sofern dieintrazelluldre Lokalisation von gpr3, 6 und 12 tatséchlich durch konstitutive basale
Internalisierung ausgel6st wird, kdnnte ein inverser Agonist diesem Prozef3 entgegenwirken und die
» Externalisierung” zur Plasmamembran erméglichen.
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ArenaPharmaceuticals, USA beansprucht in seinem Patent WO 0162765 eine Reihe von Substanzen mit
Wirkung als inverse Agonisten am Rezeptor gpr6 (ca. 100 Stiick). Zwei dieser Substanzen wurden
ausgewdht, Aventis-intern synthetisiert (Bereitstellung durch Dr. Stengelin, Aventis Pharma, DG
Metabolismus) und hinsichtlich der Reduktion konstitutiv erhohter cAMP-Spiegel sowie
» Externalisierung” des gpr6-GFP Konstrukts getestet .

Keine der beiden Substanzen (Aventis-interne Bezeichnungen ARE-111 und ARE-112) fihrt zu einer
signifikanten Reduktion der gpr6-vermittelten Adenylat-Zyklase-Aktivierung in einer Konzentration
von 100uM (30min bzw. 90min Inkubation) (Abb.38A, S.87). Im Fluoreszenzmikroskop zeigt sich eine
verstérkte Vesikelbildung, gefolgt von Zellabkugelung und Zelltod nach >2h bei 37°C (100mM Stock-
L 6sungen beider Substanzen in DM SO, Verdinnung in Medium 1:1000) (Abb.38B, S.87). Geringere
Konzentrationen von ARE-111 oder ARE-112 (bis 100nM) mit entsprechend verlangerten
Inkubationszeiten (1h, 2h, 6h, 20h) flihren ebenfalls zur Zellabkugelung und haben keinen erkennbaren
Effekt auf die Adenylat-Zyklase-Stimulation.

DasFazit ausdiesem Versuchist, dal3 die Substanzen ARE-111 und ARE-112 keine invers-agonistische
Wirkung an dem Rezeptor gpr6é haben. Das ,Zerstreuen” der GFP-Signale ist weniger auf eine
beginnende , Externalisierung” zur Plasmamembran as auf Zytotoxizitéts-Effekte zurtickzufthren.
Entsprechend ist die Bestimmung der gpr6-GFP-Lokalisation nach Abschalten der konstitutiven
Aktivitét mit diesen Substanzen nicht mdglich.
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Abb.38  Untersuchung potentiell inverser Agonisten am Rezeptor gpr6. gpr6 bzw. gpr6-GFP
transfizierte HEK293- Zellen werden mit den Substanzen ARE-111 und ARE-112 prdinkubiert (100uM,
30 bzw. 90min) und nachfolgend in einem funktionellen cAMP-Assay (A) bzw. im konfokalen
Fluoreszenzmikroskop (B) auf Wirkung untersucht. Keine der Substanzen fiihrt zu einer Reduktion der
gpr6-vermittelten Adenylat-Zyklase-Aktivierung (A). Dargestellt ist die relative Stimulation der
Adenylat-Zyklase durch gpr6 und Vektor-Kontrolle sowie das Verhdltnis Vektor:gpr6 (siehe Insertin A)
(Mittelwerte + SEM, n=3). Die gpr6-GFP Signale scheinen sich nach Behandlung mit ARE-111
(100uM, 1h) zu zerstreuen (B). Dieser Effekt scheint jedoch weniger auf ein Abschalten der konstitutiven
Aktivitit als auf Zytotoxizitdit zuriickzufiihren zu sein. Die Bilder zeigen reprdsentative Zellen aus n=2
unabhdngigen Versuchen.
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5. Expressionsprofile der Rezeptoren gpr3, 6 und 12

Aufgrund dominanter Expression im Hirn wurde bislang ein Ligand mit Neurotransmitterfunktion for
gpr3, 6 und 12 vermutet (lismaaet al., 1994, Heiber et al., 1995, Eggerickx et al., 1995).

Der im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Ligand S1P impliziert nun zusétzlich kardiovaskulére
Funktionen.

Die systematische Charakterisierung der Gewebeverteilung dieser Rezeptorfamilie wird im folgenden
Kapitel mit unterschiedlichsten Methoden untersucht: Neben RNA-basierenden Nachweismethoden
(RT-PCR-, Tagman-PCR-, Northern Blot- und RNA-Chip-Analyse) wird mit Hilfe spezifischer gpr3-,
6- und 12-Peptidantikorper die Expression auf der Proteinebene (Western Blot-,
Zytoimmunfluoreszenz-Analyse) untersucht.

Der Schwerpunkt der Arbeiten wird auf Organe bzw. Gewebe mit Herz-Kreislauf-rel evantem Charakter

gelegt.
5.1.  Charakterisierung von Peptidantikorpern, RNA-Sonden und PCR-primern

5.1.1. Antikorper-Gewinnung: Analyse der Immunisierung im Western Blot

Die Immunisierung von Kaninchen mit Peptiden des N-Terminus von gpr3, 6 bzw. 12 (Alpha
Diagnostics, USA) wird mit Hilfe von ELISA (Alpha Diagnostics, USA) und Western Blot-Analyse an
HUVEC-Membranfraktionen ~ bzw. HUVEC-Gesamtzelllysaten Uberpruft. Nach  drei
Auffrischungsimmunisierungen werden die Peptidantikorper durch Affinitatschromatographie tUber das
jeweilige Peptid gereinigt (Charles River Wiga Deutschland GmbH).

Die Abb. 39-41, S.89-90 zeigen die Serumproben je eines Kaninchens vor der Immunisierung (A-0,
Préimmunserum) und nach jeweils 7(A), 9 (B) und 20 Wochen (C) sowie die gereinigen Antikérper (D)
in drei Verdinnungen (z.B. 1:10, 1:100, 1:1000) in Western Blot-Analysen. Die Membranen werden
nach dem Transfer elektrophoretisch aufgetrennter HUVEC-Proteine in mehrere identische Streifen
geschnitten, um verschiedene V erdiinnungen gleichzeitig testen zu kénnen.

Die theoretisch zu erwartenden Molekulargewichte von gpr3, 6 und 12 betragen 35kDa, 38kDa bzw.
37kD. Dabereitsin der Literatur mehrere potentielle Glykosylierungsstellen fir gpr3 und gpr6 postuliert
wurden sind (lismaaet al., 1994, Heiber et al., 1995) (3., S.22), ist davon auszugehen, dal3 entsprechende
posttranglationale Modifikationen zu Vergréfierungen des Mol ekulargewichtes beitragen kénnen.
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Abb.39  Generierung eines gpr3-Peptidantikorpers. Das Kaninchen #5277 wurde mit dem Peptid
PY9610 immunisiert und Blutproben #1(A), #2(B) und #3(C) nach 7, 9 bzw. 20 Wochen im Western Blot
an HUVEC-Membranpriparationen (A+B) bzw. -Zelllysaten (C+D) analysiert (in Streifen
geschnittenen PVDF-Membranen). A: bleed#1 in 1:10 (1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen, 0:
Prdimmunserum des Kaninchens #5277 (1:10). B: bleed#2 in 1:10 (1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-
Verdiinnungen (gestrippte Membranen von A). C: bleed#3 in 1:10 (1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-
Verdiinnungen. D: Peptidantikorper nach Reinigung durch Peptid-Affinititschromatographie in 1:100
(1), 1:500 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen. Eine charakteristische Bande von 35kDa (Monomer) ist
in allen Proben enthalten, teilweise kénnen 40kDa, 80kDa (Dimer) und ca 160kDa (Trimer)-Banden
detektiert weden (M: Mokekulargewichtsstandard).
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Abb.40  Generierung eines gpr6-Peptidantikorpers. Das Kaninchen #5280 wurde mit dem Peptid
PY9611 immunisiert und Blutproben #1(A), #2(B) und #3(C) nach 7, 9 bzw. 20 Wochen im Western Blot
an HUVEC-Membranprdparationen (A+B) bzw. -Zelllysaten (C+D) analysiert. A: bleed#1 in 1:10 (1),
1:100 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen, 0: Prdimmunserum des Kaninchens #5280 (1:10). B: bleed#2
in1:10(1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen (gestrippte Membranen von A). C: bleed#3 in 1:10
(1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen. D+E: Peptidantikorper nach Reinigung durch Peptid-
Affinitdtschromatographie in 1:100 (1), 1:500 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen an HUVEC- (D) bzw.
HEK293-Zelllysaten (E). Eine charakteristische Bande von 45kDa ist in allen Proben enthalten.

Rl
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Abb.41 Generierung eines gprl2-Peptidantikorpers. Das Kaninchen #5282 wurde mit dem Peptid
P9612 immunisiert und Blutproben #1(A), #2(B) und #3(C) nach 7, 9 bzw. 20 Wochen im Western Blot
an HUVEC-Membranpriparationen (A+B) bzw. -Zelllysaten (C+D) analysiert (in Streifen
geschnittenen PVDF-Membranen). A: bleed#1 in 1:10 (1), 1:100 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen, 0
zeigt das Prdimmunserum des Kaninchens #5282 (1:10). B: bleed#2 in 1:10 (1), 1:100 (2) und 1:1000
(3)-Verdiinnungen (gestrippte Membranen von A). C: bleed#3 in 1:10 (1), 1:100 (2), 1:1000 (3)-
Verdiinnungen. D: Peptidantikorper nach Reinigung durch Peptid-Affinitdtschromatographie in 1:100
(1), 1:500 (2) und 1:1000 (3)-Verdiinnungen. Eine charakteristische Bande von 43kDa ist in allen
Proben enthalten.

5.2.  Absittigung der Antikorpersignale mit den Anti-Peptiden

Der Beweis fiur die Spezifitédt der Antikorpersignale wird durch die Absdttigung der
affinitdtschromatographisch gereinigten Peptidantikorper mit dem jeweiligen Anti-Peptid erbracht. An
dieser Stelle sei  darauf hingewiesen, da3 bereits wéhrend der Reinigung durch
Affinitétschromatographie (Charles River Wiga Deutschland GmbH) alle Antikdrper des Blutserums
abgetrennt worden sind, die eine Affinitét gegentiber dem jeweiligen Peptid aufweisen.

In einem Parallelansatz werden je zwei Antikdrperverdiinnungen (1:100 fur gpr3 und gpr6; 1:500 for
gprl2) jeweils mit und ohne Zusatz des entsprechenden Anti-Peptids (2mM) in Blockierungspuffer
hergestellt (P9610: 2,86mg/ml (1,43kDa); P9611: 2,2mg/ml (1,1kDa); P9612: 3,08mg/ml (1,54kDa)).
Beide Ansétze werden 2h bei 37°C unter Rotation préinkubiert und anschlief3end al's Priméarantikorper
in einer Western Blot-Analyse an identischen HUV EC-Gesamtzelllysat-Streifen eingesetzt.

Es tritt eine Reduktion der Banden-Signalintensitdten um 25%-80% auf (Abb.42, S.91).

Der polyklonale gpr3-Antikorper (Anti-P9610) liefert in HUV ECs neben einer Bande von 35kDa meist
auch Banden bei 40kDa, 80kDa (Dimer) und ca. 160kDa (Trimer) (vgl. Abb. 39, S.89). Da auch diese
Antikorpersignale durch das Peptid P9610 reduziert werden kénnen, sind sie a's spezifisch anzusehen
(Abb.42A, S.91).
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Der polyklonale gpr6-Antikorper (Anti-P9611) liefert in HUV EC eine schwache Bande von 45kDa, die
teilweise schwer zu reproduzieren ist und stark von der eingesetzten Proteinmenge (>50ug) abhangt. Im
Gegensatz dazu wird in HEK293-Zelllysaten ein reproduzierbar starkes Signal gleicher molekularer
Grofle erhalten (vgl. Abb.40, S.89), das durch Vorbehandlung des Antikorpers mit dem Peptid P9611
nahezu komplett aufgehoben werden kann (Abb.42B, S.91).

Der polyklonale gpri2-Antikorper (Anti-P9612) liefert bereits nach der ersten Immunisierung ein
pragnantes Signal von 43kDa (vgl. Abb.41, S.90), welches mit Hilfe des Peptids P9612 teilweise in
seiner Signalintensitdt abgeséttigt werden kann (Abb.42C, S.91).

Posttranslationale Modifikationen (Glykosylierungen, Palmitylierungen etc.) und/oder die Ausbildung
von Di- bzw. Trimeren kdnnen die Ursache fur zusétzliche Banden sein.
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Abb.42 Kontrolle der Signalspezifitiit durch Absdttigung der Antikérper mit den jeweiligen Peptiden.
HUVEC- (A+C) bzw. HEK293- (B) Zelllysate (50ug) werden elektrophoretisch separiert und auf eine
PVDF-Membran transferiert, die anschliefSend in identische Streifen geschnitten wird (Spur 1+2). Die
durch Affinitdtschromatographie gereinigten Peptidantikorper gpr3 (1:100) (A), gpr6 (1:500) (B) und
gpri2 (1:500) (C) werden in Blockierungspuffer mit und ohne Zugabe des jeweiligen Anti-Peptids
P9610 (gpr3), P9611 (gpr6) bzw. P9612 (gpri2) in einer Konzentration von je 2mM prdinkubiert (2h,
37°C, Schiitteln) und anschliefiend auf die Streifen gegeben. Nach Detektion der Signale mit einem Anti-
Kaninchen-Sekunddrantikorper — wird  die  Signalstirke  densitrometrisch  analysiert  (M:
Molekulargewichtsstandard, Spur 1: gpr3 (4), gpr6 (B) und gpri2 (C) ohne Vorbehandlung und Spur

2: gpr3 (A), gpr6 (B) und gpri?2 (C) nach Vorbehandlung mit dem Peptid P9610 (gpr3, A), P9611 (gpr6,
B) bzw. P9612 (gpri2, C)).
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5.2.1. Charakterisierung von gpr3-, 6- und 12-RNA-Sonden

DIG-markierte RNA-Sonden gegen hgpr3, 6 und 12 werden im Rahmen einer Northern Blot-Analyse
mit humaner Hirn-mRNA (1ug) hybridisiert und die resultierenden Signale mit den Literaturdaten
verglichen.

Fur den Rezeptor gpr3 wird ein spezifisches Signal von 2,2 kb im humanen Hirn erhalten, welches mit
Angaben von lismaa et al., 1994 Ubereinstimmt (Abb.43, Spur 1, S.92).

Die gpr6- (Abb.43, Spur 2, S.92) und die gpr12-Sonde (Abb.43, Spur 3, S.92) liefert je ein Signal von
5,5kb im humanen Hirn. Marchese et al., 1994b und Heiber et al., 1995 geben fir den humanen bzw.
Ratten-gpr6 eine mMRNA-Grof3e in Hirn von 1,8kb an. Dies Ergebniss kann nicht bestétigt werden.

Literaturdaten beziglich der mRNA-Grof3e des humanen Rezeptors gprl2 sind nicht vorhanden.

kb
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Abb.43 Nachweis von gpr3-, 6- und 12-mRNA im humanen Hirn. Gesamt-RNA (Sug) des Hirns wird
elektrophoretisch separiert und nach dem Transfer auf eine Nylon-Membran in drei identische Streifen
geschnitten. Diese Streifen werden in einer Northern Blot-Analyse mit DIG-markierten RNA-Sonden
gegen gpr3, 6 und 12 (100pg/ml) hybridisiert. Fiir die drei Rezeptoren wird je ein spezifisches Signal
von 2,2kb (gpr3), 5,5kb (gpr6) und 5,5kb (gpri2) erhalten (M: DIG-markierter Molekulargewichts-
Standard, 1: gpr3, 2: gpr6, 3: gpri2).
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5.2.2. Spezifitiat von gpr3-, 6- und 12-PCR-primern

Aufgrund der hohen sequenziellen Ubereinstimmung von gpr3, 6 und 12 ist die Selektiviét der PCR-
primer Vorraussetzung fir den Einsatz in RT-PCR-Analysen. Es werden primer-Paare ausgewéhlt, die
ein relativ kleines PCR-Fragment von 230-250bp liefern, und die Selektivitét wird durch Negativ-
Amplifikation mit gpr3-, 6- und 12-Plasmid-DNA getestet (Abb.44, S.93).

Bei den gewahlten Versuchsbedingungen zeigen das gpr3- und gprl12-primer-Paar absolute Selektivitét
gegenuber gpr3- (Abb.44, Spur 2, S.93) bzw. gpr12-Plasmid-DNA (Abb.44, Spur 12, S.93). Lediglich
das gpr6-primer-Paar amplifiziert zusdtzlich und in geringen Mengen den Rezeptor gprl12 aus Plasmid-
DNA (Abb.44, Spur 7+11, S.93). Dennoch wird das gpr6-primer-Paar fur RT-PCR-Studien eingesetzt.

RT-PCR-Banden von gpr3, 6 und 12 werden stichprobenartig ausgeschnitten und einer DNA-
Sequenzanalyse unterzogen. Es sind in keinem Fall Kontaminationen festgestellt worden.
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Abb.44 Uberpriifung der Primerspezifitiit. gpr3-, 6- und 12-Plasmid-DNA (in pcDNA3.1) wird jeweils
mit PCR-primern fiir gpr3, 6 und 12 amplifiziert (je 100pg Plasmid-DNA, 35 PCR-Zyklen). Die PCR-
Produkte werden elektrophoretisch aufgetrennt und mit EtBr gefdrbt. 1: Negativkontrolle, 2: gpr3/
pcDNA3.1 mit KUIfor+KU3rev(gpr3), 3: gpr3/pcDNA3.1 mit KU5for+KU7rev (gpr6), 4: gpr3/
PpcDNA3. 1 mit KU9for+KUl Irev (gpri2), 5: Negativkontrolle, 6: gpr6/pcDNA3.1 mit KUIfor+KU3rev
(gpr3), 7: gpr6/pcDNA3.1 mit KU5for+KU7rev (gpr6), 8: gpr6/pcDNA3.1 mit KU9for+KUIIrev
(gpri2), 9: Negativkontrolle, 10: gpri2/pcDNA3.1 mit KUIfor+KU3rev (gpr3), 11: gpri2/pcDNA3.1
mit KUSfor+KU7rev (gpro6), 12: gpri2/pcDNA3.1 mit KU9for+KUI Irev(gpri?2).
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5.3.  Untersuchung kompletter Organsysteme

Mittels der gewahlten Nachweismethoden kann die Présenz von gpr3, 6 und 12 in peripheren Organen,
insbesondere in den Herz-Kreislauf-relevanten Organen Herz und Niere, sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden (Abb.45-48, S.94-97). Die gesamte Expressionsanalyse wird der
Ubersichtlichkeit halber in Form einer Tabelle zusammengefaldt (Tabelle 43, S.98).
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Abb.45 Expressionsprofil des humanen Rezeptors gpr3. A: Amplifikation aus humaner cDNA (1000ng
cDNA, primer KUI/3, 35 Zyklen) 1: Negativkontrolle, 2: Atrium, rechts, 3: Ventrikel, rechts, 4:
Ventrikel, links, 5:Atrium, links, 6: Herz, 7: Aorta, 8: fotales Herz, 9: Niere, 10: Leber, 11: gesamtes
Gehirn, 12: glatter Muskel, 13: Lunge, 14:Positivkontrolle (100pg Plasmid-DNA) incl. GAPDH-
Kontrollen. B: Northern Blot-Analyse mittels einer DIG-markierten RNA-Sonde (MTN Blot/Clonetch,
1: Hirn, 2: Herz, 3: Skelettmuskel, 4: Colon, 5: Thymus, 6: Milz, 7: Niere, 8: Leber, 9: Diinndarm, 10:
Plazenta, 11: Lunge, 12: Leukozyte) incl. f-Aktin-Kontrolle. Western Blot-Analyse (1:100) an C: multi
tissue blot/Oncogene 1: Leber, 2: Hirn, 3: Lunge, 4: Niere, 5: Milz, 6: Testis, 7: Ovarien, 8: Herz, 9:
Pankreas und D: Gewebeprdiparationen/Ambion 1: Arterie, 2: Herz, 3: Niere, 4: Leber, 5: Lunge, 6:
Skelettmuskel, 7: Diinndarm incl. 3-Tubulin Kontrolle.
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Abb.46 Expressionsprofil des humanen Rezeptors gpr6. A: Amplifikation aus humaner cDNA (1000ng
cDNA, primer KU5/7, 35 Zyklen) 1: Negativkontrolle, 2: Atrium, rechts, 3: Ventrikel, rechts, 4:
Ventrikel, links, 5:Atrium, links, 6: Herz, 7: Aorta, 8: fotales Herz, 9: Niere, 10: Leber, 11: gesamtes
Gehirn, 12: glatter Muskel, 13: Lunge, 14:Positivkontrolle (100pg Plasmid-DNA) incl. GAPDH-
Kontrollen. Northern Blot-Analyse mittels einer DIG-markierten RNA-Sonde an B: MTN Blot/Clonetch,
1: Hirn, 2: Herz, 3: Skelettmuskel, 4: Colon, 5: Thymus, 6: Milz, 7: Niere, 8: Leber, 9: Diinndarm, 10:
Plazenta, 11: Lunge, 12: Leukozyte) und C: Cardiovascular Blot/Clontech (1: fotales Herz, 2: Herz, 3:
Aorta, 4: Herzspitze (Apex), 5: Atrium, links, 6: Atrium, rechts, 7: Ventrikel, links, 8: Ventrikel, rechts)
je incl. 3-Aktin Kontrolle. Western Blot-Analyse (1:100) an D: multi tissue blot/Oncogene 1: Leber, 2:
Hirn, 3: Lunge, 4: Niere, 5: Milz, 6: Testis, 7: Ovarien, 8: Herz, 9: Pankreas und E:
Gewebeprdparationen/Ambion 1: Arterie, 2: Herz, 3: Niere, 4: Leber, 5: Lunge, 6: Skelettmuskel, 7:
Diinndarm incl. 3-Tubulin Kontrolle.
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Abb.47  Expressionsprofil des humanen Rezeptors gprl2. A: Amplifikation aus humaner cDNA
(1000ng cDNA, primer KUY/11, 35 Zyklen) 1: Negativkontrolle, 2: Atrium, rechts, 3: Ventrikel, rechts,
4: Ventrikel, links, 5:Atrium, links, 6: Herz, 7: Aorta, 8: fotales Herz, 9: Niere, 10: Leber, 11: gesamtes
Gehirn, 12: glatter Muskel, 13: Lunge, 14:Positivkontrolle (100pg Plasmid-DNA) incl. GAPDH-
Kontrollen. B: Northern Blot-Analyse mittels einer DIG-markierten RNA-Sonde an MTN Blot/Clonetch
(1: Hirn, 2: Herz, 3: Skelettmuskel, 4: Colon, 5: Thymus, 6: Milz, 7: Niere, 8: Leber, 9: Diinndarm, 10:
Plazenta, 11: Lunge, 12: Leukozyte) incl. [3-Aktin Kontrolle und Western Blot-Analyse (1:500) an C:
multi tissue blot/Oncogene 1: Leber, 2: Hirn, 3: Lunge, 4: Niere, 5: Milz, 6: Testis, 7: Ovarien, 8: Herz,
9: Pankreas und D: Gewebeprdparationen/Ambion 1: Arterie, 2: Herz, 3: Niere, 4: Leber, 5: Lunge, 6:
Skelettmuskel, 7: Diinndarm incl. 3-Tubulin Kontrolle.
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Tagman-basierte Echtzeit-RT-PCR-Expressionsanalysen fur gpr3, 6 und 12 sind in Kollaboration mit
Dr. Ali Ardati (Aventis Pharma USA, ZNS-Forschung, 2000) durchgeftihrt worden.

In Ubereinstimmung mit den Literaturdaten (gpr3: lismaa et al., 1994, gpr6: Heiber et al., 1995) ergibt
sich fiir gpr3 und gpr6 eine dominante Expression im ZNS. Fir den Rezeptor gprl2 werden ebenfalls
starke Signale im Hirn erhalten.

Zusétzlich dazu wird in geringerem Ausmald die Prasenz von gpr3 (Abb.48A, S.97) und gprl2
(Abb.48B, S.97) in peripheren Organen u.a. in Herz und Nierefestgestellt. Der Rezeptor gpr6 (Abb.48C,
S.97) kann mit den gewahlten Tagman-primern nicht in der Peripherie nachgewiesen werden.
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Abb.48 Expressionsprofile der humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 mittels Echtzeit-Tagman-PCR.
Gesamt-RNA humaner Gewebe wird in cDNA umgeschrieben und mit gpr3-, 6- und 12-primern und
einer Tagman-Sonde auf die Expression dieser Rezeptoren untersucht. Fiir alle drei Rezeptoren werden
dominante Signale im Hirn erhalten, zusdtzlich dazu kann fiir gpr3 (A) und gprl2 (B) in geringerem
Ausmaf} die Prisenz u.a. in Herz und Niere festgestellt werden. gpr6 (C) kann mit den gewdhliten
primern nicht in der Peripherie nachgewiesen werden. Die Daten wurden gegen humanes [3-Actin
standardisiert und sind dargestellt als relative Expression im Vergleich zum Hirn (Mittelwerte + SEM,
n=2) (durchgefiihrt von Dr. Ardati, Aventis Pharma USA).
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Tabelle 43 Expression gpr3, 6 und 12 (Abb. 45-48)
PCR: RT-PCR-Analyse (incl. Tagman-PCR), NB: Northern Blot-Analyse, WB: Western Blot-Anayse
nachgewiesen (+), nicht nachgewiesen (-), nicht analysiert (n.a), in zwei unabhangigen
Analysen nachgewiesen (+) (+) bzw. nicht nachgewiesen (-) (-)

gpr3 gpré gprl2

Gewebe PCR NB WB PCR NB WB PCR NB WB
re. Ventrikel + n.a n.a + + n.a + n.a n.a
li. Ventrikel + n.a n.a + + n.a + n.a n.a
re. Atrium + n.a n.a + + n.a + n.a n.a
li. Atrium + n.a n.a + + n.a + n.a n.a
Herz +(+) + +(+) +(-) +(+) +(+) +(+) + +(+)
fotales Herz + n.a n.a + + n.a - n.a n.a
Niere t(H) |+ () | +O |t -() +(+) + +(+)
Hirn +(+) + + +(+) + + +(+) + +

L eber -() + t(+) | +O |+ -() -() + +(+)
glatter Muskel | + n.a. n.a. + n.a. n.a. + n.a. n.a.
Aorta + n.a n.a + + n.a + n.a n.a
Lunge +(+) + t(+) | +O |+ -() - - - (1)
Plazenta n.a + n.a n.a + n.a n.a + n.a
Leukozyte n.a + n.a n.a + n.a n.a - n.a
Colon n.a - n.a n.a - n.a n.a - n.a
Thymus - - n.a - - n.a + + n.a
Milz - - + - + - + + +
Testis n.a n.a + n.a n.a - n.a n.a +
Ovar n.a n.a + n.a n.a - n.a n.a +
Pankreas - n.a + - n.a - - n.a +
Arterie n.a n.a + n.a n.a - n.a n.a +
Skelettmuskel | + + + - + + - + +
Dunndarm n.a - + n.a + + n.a + +
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5.4.  Untersuchung isolierter Zellsysteme

5.4.1. Prisenz von gpr3, 6 und 12 im Gefilisystem

Zusétzlich zu Gesamt-Organsystemen (5.3., S.94) wird die Expression von gpr3, 6 und 12 auf mRNA-
und Proteinebene in humanen Primérzellen des Gefél3systems (Endothelzellen (EC) und glatte
Muskelzellen (SMC, engl.: smooth muscle cell)) untersucht. Die Gesamt-RNA verschiedener primérer
Endothel- und Gefallmuskelzelltypen wird per RT-PCR-Analyse auf die Prasenz von mRNA-
Transkripten getestet. Parallel dazu werden kommerziell verfigbare Western Blots mit
Gesamtproteinpréparationen verschiedener primérer Endothel- und Muskel zelltypen zur Untersuchung
der Expression auf Proteinebene verwendet.

Die Expression der Rezeptoren gpr3 (Abb.49, S.99) und gprl2 (Abb.51, S.100) kann sowohl im
humanen Endothel als auch in glatter Gefal3muskulatur auf RNA- und Proteinebene nachgewiesen
werden. Diese Befunde bestdtigen eine Herz-Kreidauf-Relevanz, die aufgrund des Liganden S1P
vermutet wurde. Der schwache Nachweis des Rezeptors gpr6é in Endothel- und in glatten
Gefa3muskelzellen auf RNA-Ebene kann mit dem affinitétschromatographisch gereinigten
Peptidantikorper und kommerziell verfligbaren Western Blots (Endopanel/Musclepanel, Clontech) nicht
bestétigt werden (Abb.50, S.100). Das immunisierte Blutserum Anti-P9611(gpr6, #3) liefert mehrere
Banden im Endopanel Blot (Clontech), deren Zuordnung nicht eindeutig moglichist (Abb.50A, S.100).
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Abb.49 Expression des Rezeptors gpr3 in humanen Gefiifien. Western Blot-Analyse des gpr3 (1:100)
in Gesamt-Proteinprdparationen (75ug) A primdre Muskelzellen (MusclePanel/Clonetics, 1: HAoSMC,
2: HBSMC, 3: HCASMC, 4: HPASMC, 5: HUASMC, 6. HUtSMC, 7: HSKMC) und B primdre
Endothelzellen (EndoPanel/Clonetics, 1: HPAEC, 2: HCAEC, 3: HIAEC, 4: HAoEC, 5: HMVEC-L, 6:
HUVEC, 7: HUAEC, 8: HMVEC-d). RT-PCR-Analyse (je 0,50 Gesamt-RNA) der gpr3-Expression in
Gesamt-RNA isolierter, primdrer glatter Muskelzellen (C 1: Negativkontrolle, 2:HAoSMC, 3:
HCASMC, 4: HPASMC, 5:Positivkontrolle, 100pg gpr3/pcDNA3.1) und Endothelzellen (D 1:
Negativkontrolle, 2. HMVEC-L, 3: HPAEC, 4: HCAEC, 5: HUVEC, 6: Positivkontrolle, 100pg GAPDH-
Sonde (Clontech)).
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Abb.50 Expression des Rezeptors gpr6 in humanen Gefifien. Western Blot-Analyse des gpr6 (bleed#3,
1:10) in Gesamt-Zelllysaten primdrer Endothelzellen (EndoPanel/Clonetics, 1: HPAEC, 2: HCAEC, 3:
HIAEC, 4: HAoEC, 5: HMVEC-L, 6: HUVEC, 7: HUAEC, 8: HMCEC-d) (A). RT-PCR-Analyse (je
0,5n% Gesamt-RNA) der gpr6-Expression in Gesamt-RNA isolierter, primdrer Endothelzellen (B 1:
Negativkontrolle, 2:HMVEC-L, 3: HPAEC, 4: HCAEC, 5: HUVEC, 6: Positivkontrolle, 100pg gpro6/
PpcDNA3.1) und glatter Muskelzellen (C 1: Negativkontrolle, 2:HAoSMC, 3: HCASMC, 4: HPASMC,
S:Positivkontrolle (s.o0.)). Fiir die GAPDH-Kontrollen werden 201 cDNA (entspricht 0,20 totaler RNA)
mit humanen GAPDH-primern (Uls103 + Uls104) amplifiziert (Positovkontrolle, 100pg GAPDH-Sonde
(Clontech)).
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Abb.51  Expression des Rezeptors gprl2 in humanen Gefiifien. Western Blot-Analyse des gpri?2
(1:500) in Gesamt-Zelllysaten (75ug) A primdrer Muskelzellen (MusclePanel/Clonetics, 1: HAoSMC,
2: HBSMC, 3: HCASMC, 4: HPASMC, 5: HUASMC, 6: HUtSMC, 7: HSKMC) und B primdrer
Endothelzellen (EndoPanel/Clonetics, 1: HPAEC, 2: HCAEC, 3: HIAEC, 4: HAoEC, 5: HMVEC-L, 6:
HUVEC, 7: HUAEC, 8: HMCEC-d). RT-PCR-Analyse (je 0,5y Gesamt-RNA) der gpr12-Expression in
Gesamt-RNA isolierter, primdrer glatter Muskelzellen (C 1: Negativkontrolle, 2:HAoSMC, 3:
HCASMC, 4: HPASMC, 5:Positivkontrolle, 100pg gpri2/pcDNA3.1) und Endothelzellen (D 1:
Negativkontrolle, 2. HMVEC-L, 3: HPAEC, 4: HCAEC, 5: HUVEC, 6: Positivkontrolle, 100pg GAPDH-
Sonde (Clontech)).
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5.4.2. gpr3 und gprl2 sind in Blutplittchen exprimiert

Gesamtzelllysate humaner Blutpldttchen (Clontech) werden in einer Western Blot-Analyse (75ug
Protein) auf die Anwesenheit von gpr3, 6 und 12 getestet. Die Antikorper liefern jeweils en
reproduzierbares Signal fur gpr3 (Abb.52A, S.101) und gprl2 (Abb.52C, S.101) von 30kDa bzw.
43kDa. Dem gegenliber ist der Nachweis des gpr6 in Blutpléttchen mit dem gpr6-Peptidantikorper nicht
eindeutig (Abb.52B, S.101).
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Abb.52 Priisenz von gpr3, 6 und 12 in Gesamtzelllysaten humaner Blutplittchen. Die
Peptidantikérper Anti-P9610 (gpr3, 1:100, A) und Anti-P9612 (gpri2, 1:500, C) liefern in einer
Western Blot-Analyse ein Signal von 30kDa bzw. 43kDa (75ug Protein). Die Prdsenz des gpr6 (Anti-
PY9611, 1:100, B) ist unklar. Die Abb. zeigt einen von je n=2 Western Blots mit gleichen Ergebnissen .

5.4.3. gpr3, 6 und 12 der Ratten sind nicht in der Kardiomyozyte exprimiert

In einer Kollaboration mit der Arbeitsgruppe Prof. Bohm des Zentrums fur Innere Medizin der
Universitét zu Koln wird Gesamt-RNA neonataler Kardiomyozyten der Ratte flr Expressionsanalysen
verwendet.

Im direkten Vergleich zu Ratten-Herz-cDNA, die eine sehr schwache Présenz der Ratten-Homologen
von gpr3 und gprl2 zeigt (Abb.53, Spur 2 (rgpr3) + 4 (rgprl2), S.102), ist in neonatalen Kardiomyozyten
per RT-PCR-Analyse keine Expression feststellbar (Abb.53, Spur 5 (rgpr3) + 7 (rgprl2), S.102); rgpr6
kann weder im Herzen noch in der Kardiomyozyte nachgewiesen werden (Abb.53, Spur 3 (Herz) + 6
(Kardiomyozyte), S.102). Dieses Ergebnis liefert Hinweise auf ein méglicherweise unterschiedliches
Expressionsmuster von humanem und Ratten-gpr6.

Die gewdhiten PCR-primer sind keine optimierten RT-PCR-primer. Sie sind zu der Klonierung der
gpr3-, 6- und 12-Homologen aus Ratten-Hirn-cDNA verwendet worden (1.2., S.62).
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Abb.53 Expression von rgpr3, 6 und 12 in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten. RT-PCR-Analysen
zeigen die schwache Prdsenz von rgpr3 und rgprl2 im Herzen (Spur 2+4), nicht jedoch in der
Kardiomyozyte (Spur 5+7). rgpr6 ist weder im Herzen noch in der Kardiomyozyte nachweisbar (Spur
3+6). Die gewdhlten PCR-primer amplifizieren die kompletten Sequenzen von 1kb (gpr3, Sur 8), 1,2kb
(gpr6, Spur 9) und 1,1kb (gpri2, Spur 10) (M1-5 Molekulargewichtsstandards, 1: Negativkontrolle, 2-
4: Herz (2: gpr3, 3: gpr6, 4: gpri2), 5-7: Kardiomyozyte (5: gpr3, 6: gpr6, 7:gpri2), 8-10:
Positivkontrolle pSPTI18 Plasmid-DNA (8: gpr3, 9: gpro, 10: gpri2), 11: Negativkontrolle, 12:
GAPDH-Kontrolle Herz, 13: GAPDH-Kontrolle Kardiomyozyte).
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6. Physiologische Bedeutung von gpr3, 6 und 12

6.1. Immunologischer Nachweis von gpr3, 6 und 12 in Plasmamembranfraktionen

humaner Gewebe

Kommerziell verfiigbare Proteinfraktionen von Herz- und Nieren-Plasmamembranen (Ambion) werden
elektrophoretisch separiert (je 75ug) und in einer Western Blot-Analyse auf die Présenz von gpr3, 6 und
12 untersucht.

Fir ale drei Rezeptoren werden Signal e entsprechend der zu erwartenden molekularen Gréf3en in Herz
und Niere (gpr6 sehr schwach) erhalten (Abb.54, S.103). Der Nachweis in Plasmamembranfraktionen
liefert den immunologischen Beweis fir den korrekten Transport von gpr3, 6 und 12 zur
Plasmamembran in Herz und Niere in vivo.
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Abb.54 Immunologischer Nachweis von gpr3, 6 und 12 in Membranfiraktionen. 75ug Gesamt- und
Plasmamembranprotein (Ambion) von Herz und Niere werden in einer Western Blot-Analyse positiv auf
die Prdsenz von gpr3, gpr6 (nur Herz) und gpri?2 getestet (M: Molekulargewichtsstandard, 1: Herz, 2:
Membran Herz, 3: Niere, 4: Membran Niere). Die Abb. zeigt einen von 2-3 Western Blots mit gleichen
Ergebnissen.

6.2. gpr3, 6 und 12 sind in HUVEC-Plasmamembranen lokalisiert

Primére Endothelzellen (HUVEC) werden auf Collagen-beschichteten Deckgléschen kultiviert
(Standard-Medium), PFA-fixiert, permeabilisiert und mit gpr3-, 6- bzw. 12-Peptidantikorpern (Anti-
Kaninchen) inkubiert. Nach Behandlung mit einem Alexab94nm-A nti-Kaninchen-Sekundérantikorper
zeigt die Fluoreszenzanalyse (63x Olimmersion) die spezifische Immunférbung von gpr3, 6 und 12 in
HUV EC-Plasmamembranen, wahrend der Sekundarantikorper lediglich zu einem schwachen, diffusen
Hintergrundsignal fuhrt (Abb.55, S.104).

Die Immunfarbung in priméren HUVEC visualisiert die zu erwartende L okalisation eines GPCRsin der
Plasmamembran und steht im Widerspruch zur Uberwiegend intrazelluléren Lokalisation von gpr3, 6

und 12 in HEK293-Zellen nach Kultivierung unter Standard-Bedingungen (Abb.33, S.82).

Gleichzeitig wird die immunol ogische Detektion von gpr3, 6 und 12 in HUV EC-Membranfraktionen per
Western Blot-Analyse bestétigt (5.1.1., S.88).
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gpri12 kein Antikorper

gpr3 gpré

Abb.55  Zytoimmunfluoreszenz detektiert gpr3, 6 und 12 in der Plasmamembran primdrer
Endothelzellen. Fixierte HUVEC (Passage 3) werden mit Peptidantikérpern (Anti-Kaninchen), die
gegen den extrazelluldren N-Terminus von gpr3, 6 und 12 gerichteten sind, und Hoechst 33258
inkubiert. Immunfdrbungen mit einem 594nm-Alexa-Sekunddrantikorper (Anti-Kaninchen) nach
Uberlagerung mit einer Kern-Férbung (Hoechst 33258) sind dargestellt. Die Aufnahmen sind an einem
Fluoreszenzmikroskop (63x Olimmersion) erstellt worden und zeigen Einzelzellen von n=2
unabhdngigen Experimenten.

6.3.  gpr3 wird in einem endothelialen Funktionsmodell reguliert

In Kollaboration mit der Arbeitsgruppe Prof. Busse des Universitétsklinikums Frankfurt, Molekulare
Kardiologie werden primére Endothelzellen (HUVEC) in einem endothelialen Funktionsmodell
(Scherstress (SS)) auf die Regulation von gpr3, 6 und 12 auf RNA- und Proteinebene untersucht.
Ausgehend von Gesamt-RNA-Isolationen werden Affymetrix-Chips hybridisiert (U95, Labor Dr.
Ivashchenko und Dr. Margerie, Aventis Pharma, DG Herz-Kreislauf, 2001) und Tagman-basierte
Echtzeit-PCR-Studien durchgefiihrt (Dr. Ardati, Aventis Pharma USA, 2001). Die Analyse der
Proteinexpression erfolgt mit Hilfe von Western Blots, ausgehend von Gesamtzelllysaten. Wahrend fur
Untersuchungen der Expression auf RNA-Ebene relativ kurze Scherstress-Zeitwerte herangezogen
werden (z.B. 1h, 2h, 4h), dienen langere Scherstress-Expositionen (6h, 12h, bis 18h) zur Untersuchung
der Proteinexpression.

Laminarer Scherstress hat einen positiven EinfluR auf die Zellmorphologie proliferierender
Endothelzellen (HUVEC) und vermittelt einen Apoptoseschutz (Endothelprotektion). Bereits nach
wenigen Stunden haben sich die Endothelzellen parallel zum applizierten Scherstress ausgerichtet und
zeigen dartiber hinaus ein deutlich reduziertes Mal? an basalen Apoptosen bzw. toten Zellen (Abb.56A,
S.105). Die parallele Ausrichtung der Zellen ist in den Randbereichen der Kulturschale besonders
ausgepragt. Neben morphologischen Effekten wird die Hochregulation der endothelialen NO-Synthase
(eNOY9) als Qualitétsstandard verwendet. Auf der Proteinebene ist eine kontinuierliche Hochregulation
der eNOS-Expression um den Faktor 2,5 nach 18h zu beobachten (Abb.56C+D, S.105).
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Erste Versuche mit kurzen Scherstress-Zeitwerten sind unter Anleitung von Carmen Urbich im Labor
von PD Dr. S. Dimmeler, Kardiologie, Uniklinikum Frankfurt durchgefihrt worden. Danach erfolgen
die Versuche bei Aventis Pharma. Nach eigenen Beobachtungen ist die Temperaturkonstanz im
Zellkulturmedium von entscheidender Bedeutung. Ohne Kilhlung werden aufgrund der Motorwéarme
und der Wéarmezufuhr Uber den Metallkonus bereits nach wenigen Stunden Temperaturen von >42°Cim
Medium erzielt. Die Kuhlung der Motoren tiber K iihlakkus ist daher eine unabdingbare V orraussetzung
fr reproduzierbare Ergebnisse.

Wahrend die Scherstress-Kammern in der Arbeitsgruppe von Dr. Dimmeler Uber keine Kihlakkus
verflgen, sind die fir Aventis Pharma angefertigen ScherstresssKammer entsprechend ausgestattet
(Hersteller: Physiologie Uniklinikum Frankfurt, Herr R. Popp).
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Abb.56 Aufbau eines endothelialen Funktionsmodells (Scherstress). A: Typische Verdnderung der
HUVEC-Zellmorphologie unter laminarem Scherstress von 12dynes/cm? nach 6, 12 und 18h
(reprdsentative Zellmorphologie von n=4). B: Ablauf eines typischen Scherstress-Experiments. C:
Standardisierte Regulation der eNOS (Mittelwert + SEM, n=3),* symbolisiert eine Signifikanz von
p<0,05. D: Western Blot-Analyse der eNOS-Hochregulation unter Scherstress (n=3).
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Die Untersuchung einer Scherstress-induzierten gpr3-, 6- und 12-Regulation auf RNA-Ebene fihrt zu
keinem aussagekréftigen Ergebnis. Echtzeit-PCR-Studien (Dr. Ardati, Aventis Pharma USA, 2001)
zeigen zwar nach Standardisierung gegen GAPDH tendenziell eine Hochregulation mit einem
temporaren Maximum bei 2h (gpr3) bzw. 4h (gprl12); der ermittelte Regulationsfaktor von 1,5 (gpr3)
bzw. 2,0 (gpr12) ist jedoch bei einer PCR-basierten Analyse zu vernachléssigen (Abb.57A, S.106).
gpré ist mit den gewéhlten Tagman-Sonden in HUV ECs nicht nachweisbar (vgl. Abb.48C, S.97).

Die Affymetrix Chip-Analyse bestétigt die Hochregulation der eNOS auf der RNA-Ebene; die
Hybridisierungs-Signale von gpr3, 6 und 12, sowie auch der meisten edg-Rezeptoren, liegen jedoch
unterhalb der Nachweisgrenze (keine Abb.).

A gprd gpri2
!:EE' 25- 75
@ E < FaT
a3 3 T i kT
g "7 I l ' | I
E; 1,0- = 1.04 | :
iz el
#E @b 0 5 L
] 0 | . L
AL SE668 LFESEH
E B
8 g
B kDa Ko 6h 12h Ko 6h 12h
% Tgpr3 gpri2
46
o — R = = =i - 4_
<l e
GAPDH | — —— —] | — e ———|
% E 250
£ 3 gpr3 g § gpri2
'E @ E. I Kontrolle = @ E. cas [ Kontrolie
gﬂ-‘ltﬂ' glﬂtﬂl 1,764
WEED E=men 55 BERD ==6h 5§
p2es 12 55 BEES 150 _ — | mmiznss
- - 1.25
3 T I
ﬁ {’1 10 p -
nvs- [

Abb.57 Regulation von gpr3 und gprl2 durch Scherstress. A: Echtzeit-PCR-Analysen (Dr. A. Ardati)
zeigen eine tendenzielle Hochregulation von gpr3 und gpri2 um <Faktor 2 (Mittelwerte + SEM, n=3-
5). B: Western Blot-Analysen zeigen dagegen eine signifikante Hochregulation von gpr3 um ca. 95%
(12h) und eine tendenzielle Hochregulation von gpri2 um ca. 30% (Mittelwerte + SEM, n=>5). Ein
Western Blot mit je n=2-3 Proben fiir jeden Zeitwert ist abgebildet.
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IV Physiologische Bedeutung von gpr3, 6 und 12 Uhlenbrock

Im Gegensatz zur RNA-Ebene zeigt sich auf der Proteinebene eine signifikante, Scherstress-induzierte
Hochregulation des Rezeptors gpr3. Nach densitometrischer Quantifizierung der Western Blot-Signale
und Standardisierung gegen GAPDH betrégt die Hochregulation ca. 75% (6h) bzw. 95% (12h)
(Abb.57B, S.106).

Fir den Rezeptor gprl2 ergibt sich auf der Proteinebene tendenziell eine Hochregulation um 30% (6h)
bzw. 40% (12h) (Abb.57B, S.106).

Aufgrund der schwachen Présenz des gpr6 in HUV ECs wurde dessen Expression hier nicht untersucht.

Das bioaktive Lipid S1P wird mit Endothelprotektion bzw. Apoptose-Schutz in Verbindung gebracht
(Hisano et al., 1999, Kwon et al., 2001). Die Beobachtung einer Regulation von gpr3 (signifikant) und
gprl2 (tendenziell) in einem endothelialen Funktionsmodell unterstreicht die physiologische Relevanz
dieser Rezeptorfamilie fir die Herz-Kreislauf-Forschung.

6.4.  gpr3-ASOs fiihren zu keiner Reduktion der Proteinexpression

Den S1P-Rezeptoren edgl und edg5 werden endothel protektive Eigenschaften zugeordnet. Um zu
untersuchen, ob S1P auch tber gpr3, 6 und 12 einen Apoptoseschutz vermittelt, wird der Ansatz verfolgt,
die Expression von gpr3, 6 und 12 in primdren Endothelzellen (HUVEC) durch Behandlung mit
Antisense-Oligonukleotiden (ASO) kurzzeitig zu unterbinden. Die Relevanz dieser Gene fir die
Induktion von Apoptosen bzw. dessen Schutz soll nach Ausschalten eines oder mehrerer S1P-
Rezeptoren in Kombination (z.B. mit edgl, edg5) auf der Ebene von Caspase-Aktivierung und DNA-
Fragmentierung (TUNEL-Assay) quantifiziert bzw. mikroskopisch analysiert werden.

Die Entwicklung und Optimierung von ASOs mit Hilfe Tagman-basierter PCR-Screening-V erfahren
gegen gpr3, 6 und 12 in HUVECs (1SIS Pharmaceuticals) erwies sich aufgrund der schwachen Présenz
von mMRNA-Transkripten als schwierig. Erst nach PMA-Stimulation konnte ein ASO gegen gpr3
selektiert werden; ASOs gegen gpr6 und gprl2 sind noch nicht verflgbar. Der Hersteller gibt fir die
spezifische Reduktion der gpr3-mRNA nach Behandlung von HUVEC mit dem Nukleotid 191414
(antisense) einen |Cgy-Wert im Bereich von 30nM an, wahrend das Kontroll-Nukleotid 129596 (sense)
keinen Effekt auf die gpr3-mRNA austiben soll (4h nach Transfektion mit Lipofectin) (Abb.58A, S.108).

Da fir einen biologischen Effekt letztendlich das Protein und nicht das mRNA-Transkript
verantwortlich ist, werden primére HUVECs in 6-well-Platten bei einer Konfluenz von 75% mit den
Nukleotiden 191414 (antisense) bzw. 129596 (sense) transfiziert (0,1-1uM Endkonzentration,
Lipofectin). Die Reduktion der gpr3-Proteinexpression wird nach 24h, 48h und 72h per Western Blot-
Analyse quantifiziert (Abb.58B, S.108).

Anhand der Western Blot-Signale kann keine Reduktion der Proteinexpression nach 72h bei einer
finalen ASO-Konzentration von 1uM gegenlber untransfizierten bzw. mit Kontroll-Nukleotid
(129596)-transfizierten HUV ECs festgestel It werden.
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IV Physiologische Bedeutung von gpr3, 6 und 12 Uhlenbrock

Die Transfektionsbedingungen werden mit Hilfe eines FITC-markierten ASO gegen hc-raf-mRNA
(ISIS Pharmaceuticals) kontrolliert; sie zeigen eine nahezu 100%-ige Transfektionseffizienz mit
Lipofektin. Die FITC-Signale kénnen zum Uberwiegenden Teil in den Kernen transfizierter Zellen
lokalisiert werden (Abb.58C, S.108). Andere Transfektionsmittel, wie z.B. Superfect oder FuGene,
liefern vergleichsweise deutlich schechtere Ergebnisse (keine Abb.).

Nach Kontrolle der Transfektionsbedingungen sind weitere Versuche mit dem gpr3-ASO unterlassen
worden. Da das ASO zur Reduktion der gpr3-mRNA (Daten von ISIS Phamaceuticals, Abb. 58A,
S.108), nicht jedoch des Proteins fiihrt (Abb.58B, S.108), ist davon auszugehen, dal? es sich um ein sehr
stabiles Protein handelt, das tiber einen Zeitraum von 72h nicht abgebaut wird.
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Abb.58 Transfektion von HUVEC mit gpr3-ASOs. A: Spezifische Reduktion der gpr3-mRNA in einem
Echtzeit-PCR-Experiment (191414: gpr3 ASO, 129696. gpr3 sense, ISIS Pharmaceuticals). B: Die
Untersuchung der gpr3-Expression auf Proteinebene nach Transfektion (0,1 und 1uM
Endkonzentration) mit gpr3 sense und antisense Oligonukleotiden zeigt ein unverdndertes
Expressionsniveau der 35kDa- und der 40kDa-Bande nach 48h und 72h (n=3) (M: Molekulargewichts-
Standard, 1-2: Kontrolle, untransfiziert, 3-6: sense, 7-10: antisense). C: Uberpriifung der Transfektions-
Bedingungen (mit und ohne Lipofectin) mit Hilfe eines FITC-gelabelten hc-raf ASO (ISIS
Pharmaceuticals) nach 4h Inkubation (100nM Endkonzentration).
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V Diskussion

1. Strategien zur Ligandenidentifizierung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung des natiirlichen Liganden der humanen
Rezeptorfamilie gpr3, 6 und 12 entsprechend des Ansatzes der ,Reversen Pharmakologie®.
Bioinformatische sowie molekular- und zellbiologische M ethoden werden hierfir angewendet (Abb.59,
S.109).

Die Erstellung von Expressionsprofilen mittels mRNA- und Protein-basierender Nachweismethoden
sowie die Untersuchung einer moglichen Regulation in einem endothelialen Funktionsmodell soll
Informationen sowohl Uber den Liganden als auch Uber eine mdgliche Pathophysiol ogie von gpr3, 6 und
12 liefern.
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Abb.59 Ligandenidentifizierung von orphan GPCRs nach dem Ansatz der ,,Reversen Pharmakolo-
gie“. (aus: Wise et al.,2002)
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1.1.  Bioinformatik und in silico-Ergebnisse

Phylogenetische Analysen zeigen, dal3 Rezeptoren fir identische oder &hnliche Liganden meist Kluster
bilden und diese die ersten Hinweise auf den physiologischen Liganden eines orphan GPCR geben. Da
die Lage oder charakteristische Aminosauren der Liganden-Bindungstasche selten beschrieben sind,
beziehen sich diese Vorhersagen meist auf Vergleiche der gesamten kodierenden Rezeptorsequenzen
und sind deshalb nicht unfehlbar.

Die Identifizierung des Lipids Sphingosin-1-Phosphat (S1P) als Ligand von edgl (Lee et al., 1998) hat
zu der richtigen Vorhersage gefiihrt, dal? auch orphan edg3 und orphan edgb/H812 mit einer 50%-igen
Sequenz-ldentitét S1P-Rezeptor-Subtypen sind (Van Brocklyn et al., 1999). Histamin H3- (Lovenberg
et al., 1999) und H4- (Oda et al., 2000) Rezeptoren weisen dagegen nur ein 20%-ige Sequenz-ldentitét
zu H1- und H2-Rezeptoren auf, sind aber dennoch hochaffine Histamin-Rezeptoren. Andere orphan
GPCRs weisen hohere Homologien zueinander auf als zu anderen bekannten GPCR-Familien. Das ist
ein Indiz dafir, dal3 sie Subfamilien mit einem mdglicherweise neuen, bislang unbekannten Liganden
bilden. Eine Ausnahme dieses Homologie-Ansatzes bildet z.B. der Nociceptin/Orphanin FQ-Rezeptor
(Reinscheid et al., 1995) mit einer 65%-igen Aminosaure-ldentitdt zu Opioid-Rezeptoren, jedoch keiner
Affinitéat zu Opioid-Peptiden.

Die Ahnlichkeit von orphan gpr3 (hACCA) zu den orphan Rezeptoren rCLN3 (gpr6, Ratte, Song et al.,
1994), R334 (gprl2, Ratte, Eidneet al., 1991) und zu der edg-Rezeptorfamilie orphan edgl (human, Hla
& Magiag, 1990) und orphan AGR16 (edg5, Ratte, Okazaki et al., 1993) wurde erstmals von Eggerickx
et al., 1995 festgestellt, konnte jedoch zum damaligen Zeitpunkt nicht weiter interpretiert werden.
Bioinformatische Analysen von Marchese et al., 1999 Kklassifizieren gpr3, 6 und 12 as
Cannabinoidrezeptorfamilie und deuten so, vor dem Hintergrund einer stetig wachsenden GPCR-
Lipidrezeptorfamilie, auf ein Lipid als moglichen Aktivator hin.

Die Ergebnisse umfangreicher bioinformatischer Analysen in GenBank (Nukleotid-Sequenzen) und
SWISS-PROT (Protein-Sequenzen) im Rahmen dieser Arbeit erlauben die Einordnung von gpr3 (lismaa
et al., 1994), gpr6 (Heiber et al., 1995) und gprl2 (Song et al., 1995) as eigenstéandige, kleine
Rezeptorfamilie, deren néchste Verwandte in den Rezeptorfamilien der endothelial differentiation gene
(edg) (siehe Review Fukushima et al., 2001, Pyne & Pyne, 2000a, Hla, 2001)-, Cannabinoid (cb)
(Matsuda et al., 1990; Munroe et al., 1993)- und Melanocortin (mc)-GPCRs (Abdel-Malek, 2001) zu
findensind (1.1., S.60). Die Ahnlichkeit betr&gt 42-44% auf der Proteinebene (H. Gassenhuber, Aventis
Pharma, 2000).

Typischerweise besitzen Rezeptoren einer Familie 50-70% Primérsequenz-ldentitét, entsprechend kann
fur gpr3, 6 und 12 mit einer Sequenz-ldentitidt von 57-61% auf der Proteinebene (Dr. Gassenhuber,
Aventis Pharma, 2000) ein identischer Ligand postuliert werden. Die zu anderen Lipid (edg, cbr)- und
Peptidrezeptoren (mcr) vergleichbar hohe Sequenz-Homologie 18/% die Annahme zu, dal3 es sich
hochstwahrscheinlich um ein Lipid oder ein Peptid handelt. Der Ausschlufd von mdglichen Amin- oder
Opioid-Liganden wurde bereits von lismaaet al., 1994 und Heiber et al., 1995 aufgrund des Fehlens der
konservierten Aminosaure Asp in TM 3 vermutet.
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Parill et al., 2000 zeigen per M utagenese, Bindungs- und [358] GTPgS-Assays, dal3diedrei Aminosduren
Arg*® Arg?®? und Glu'?! in der S1P-edg-Familie (edgl, 3, 5, 6 und 8) konserviert sind und eine
Ligandenbindungstasche aushilden, die die spezifische Erkennung und Bindung von S1P redisiert.
Dieses Motiv ist in der gpr3, 6 und 12-Familie jedoch nicht vorhanden.

Des weiteren weisen alle edg-Rezeptoren ein ,, GWNCL X5CS*-Motiv am Ende von TM-IV bzw. in der
E2-Schleife auf, das sich auch in der gpr3, 6 und 12-Familie und in cbrl und cbr2 befindet (Abb.60,
S.111). Dieses Motiv wird bereits von Gréler et al., 1999 al's edg-charakteristisches ,, GWN/HC"-Motiv
angesprochen. Der Rhodopsin-Rezeptor als typischer Vertreter der GPCR-Familie 1 weist dieses Motiv
nicht auf, d.h. das Motiv ist méglicherweise ein Charakteristikum von GPCR-Lipidrezeptoren.

Dariiber hinausfehlen gpr3, 6 und 12 sowie allen edg-Rezeptoren zwei konservierte Cystein-Restein E1
und E2 (Grédler et al., 1999), die in GPCRs der Familie 1 eine charakteristische, stabilisierende
Disulfidbrticke ausbilden. Da die zwei Cysteine im , GWNCLX5CS*-Motiv sieben Aminosauren
auseinander liegen, besteht die Méglichkeit, dal3 diese - in Analogie zur S-S-Briicke zwischen E1 und
E2 - eine extrazellulére Disulfidbriicke ausbilden (Dr. Gassenhuber, mindliche Auskunft).
Systematische M utagenesestudien konnten die Funktion des,, GWNCLX5CS"*-Motivs aufkléren und die
Existenz einer putativen, stabilisierenden Disulfidbriicke in E2 bestétigen.

TM-IV T™-V
chir human IMWVLESALVSYLPLMONT . . . .. .. .0, |. CORPCSELFPLI - INDYLLSWLLFIAFLF 33
chlr human LMWETTIATVIAVLPLIGWN. | o CHELOSVLSDIFFHI-DETYLMEFWIGVTSVLLLE
l_.'jprE:;]’.Luna.-‘] ATWIVELGLGLLPVOGEAN . . . - . ... CHARRARCSVIRPL  -ARSHVALLSAAFFMVFGEI
gprd  human LVWEGALGLOLLPVOAWE . . . « « « « «SLRGLTTEGYVEPL . - SENALVVLAIAFFMVEGL
g ‘_E_!lur:na n MIMETEICLELLEPVMEHN. . .. . .. .CHROESTESVWEDL . - THNNAATLSVSFLFMPRL
edad human GUWVARLGLGLLPAHEWH . | JONCRLDRCSEMAPLL-SREYLAVWALSSLLVFLL
edaz _human VIWTMAIVMGAI PSVGEHN .. 2w v v s CHCDI ENESNMAPLY - SDEYLYEWAL FNLATFVY
edg?_human LVWATAETFMERVETLENN. . . ... . . CLCRISACSSLARIY - SREYLVENTVANLMAFLI
edgi human MOWLIAFTLGARLPITGHN . . ... ... CIHNLEDCSTILPLY -SERY TARCIS [FTATLAT
cdzl human ACWVISLILGALPIMGH: o o s » » « CISALSSCSTVLPLY -HEHY ILFCTTVFTLLLLS
er_'l-j_'_}’:'u:'u'_ln"a‘:'l AAWLISLVLGALPILGHN . - . .. .. CHGHLEACSTYLPLY - AHEYVLOWTIFSTTLLA
edaf human AAWEVELLLGLLPATGWN. . ., . .. . CHGRLOAPSTWVLPLY - AHAYVLECVLAFVEILAR
edas_human LOWLLAALLGMLEPLLGWIT . - - v o v oy CLCAFDRESSLLPLY -SERY I LECLY IFRAGVLAT
OPEDR BOVIN P WVMALACARDPLVEHERY I PEHCMOOSCCI DY Y TPHEETHNES FVIYMPYVHPITPLIV |

Abb.60 Sequenzvergleich der humanen cb-, edg- und gpr3-, 6- und 12-Rezeptoren im Bereich von
TM-IV. Ein ,, GWNCLXCS“-Motiv ist in diesen Lipid-GPCRs konserviert. Der Rhodopsin-Rezeptor
(OPSD) weist dieses Motiv nicht auf (Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2001).

Die vollstandige Sequenz des gpr3 Ratten-Homologen (rgpr3) ist in der Literatur nicht beschrieben.
Dieser Rezeptor wird im Rahmen dieser Arbeit per RT-PCR aus Ratten-Hirn kloniert, und zwar
ausgehend von einer partiellen 334bp langen 5 -Nukleotidsequenz mit der Bezeichnung R4 (lismaa et
al., 1994) und dem 3'-Ende des gpr3 Maus-Homologen (Saeki et al., 1993) (1.2., S.62). Die
Sequenzdaten sind unter der Acc. Nr. AJ427482 bei der GenBank registriert worden (Abb.15, S.63).
Die sequenzielle Identitdt des rgpr3 mit dem humanen und dem Maus-Homologen liegt bei 94% bzw.
99% auf der Proteinebene (Berechnungen Dr. Gassenhuber, Aventis Pharma, 2001). Sequenz-
Identitéten in der GrofRenordnung von >90% sind fUr Vergleiche zwischen humanen und Nager-
Homologen zu erwarten. Die vollsténdigen Sequenzen aller humanen und Ratten-Homologen der gpr3,
6 und 12-Familie sind damit bekannt (Tabelle 41, S.60).
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1.2.  invitro-Ergebnisse und Identifizierung von S1P als natiirlicher Agonist

Eggerickx et al., 1995 beschreiben die Fahigkeit des humanen G-Protein-gekoppelten Rezeptors gpr3
(Originalbezeichnung hACCA = human adenylate cyclase constitutive activator) zur Agonist-
unabhéngigen Stimulation der Ga ¢-Signaltransduktionskaskade nach transienter Transfektion u.a in
COS-7 (monkey kidney fibroblast)-, CHO-K1 (chinese hamster ovary)-, NIH3T3 (mouse embryonic
fibroblast)- und HBL-100 (human mammary epithelial)-Z€ellen. Das Ausmal3 der Erhdhung basaler
CAMP-Spiegel durch gpr3 entspricht dem anderer GPCRs (z.B. MC5) nach maximaler Agonist-
Stimulation und ist ebenfalls von der Eggerickx-Arbeitsgruppe fur das gpr3 Maus-Homologe (MACCA
= GPCR21, Saeki et al., 1993) bestétigt worden. Eggericks et al., 1995 konnten nicht eindeutig kléren,
ob die basale Aktivitét auf die starke Uberexpression des Rezeptors gpr3 oder auf einen ubiquitéaren
Serumfaktor im Kulturmedium zurtickzufiihren ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen die Befunde von Eggerickx et al., 1995 bezliglich des Rezeptors
gpr3 (human), und sie identifizieren darlber hinaus gpr3, 6 und 12 als Familie von konstitutiv aktiven
Rezeptoren mit der Fahigkeit zur Stimulation der Adenylat-Zyklase in HEK293 (2.1., S.64)- und CHO-
Zéllen (Dr. S. Gruneberg, Aventis Pharma, 2001) in Abwesenheit eines aktivierenden Liganden.
Dadie humanen, Ratten- und Maus (Eggerickx et al., 1995)-Homologen des gpr3 subtyp-, spezies- und
zelltypunabhangige konstitutive Aktivatoren des Ga ¢-Signaltransduktionsweges darstellen, kann eine
Punktmutation als Ursache flr die Agonist-Unabhangigkeit weitestgehend ausgeschl ossen werden.

Die Beobachtung, daR HEK 293-Zellen, die mit den potentiellen Lipidrezeptoren gpr3, 6 und 12 transient
transfiziert werden, in Medium mit Aktivkohle-resorbiertem (lipidfreiem) Serum reduzierte basale
CAMP-Spiegel zeigen, fuhrt zu der Schlu¥folgerung, dal’ zumindest ein Teil der konstitutiven Aktivitét
auf ein Lipid des Serums zurtickzuftihren sein mul3 (Abb.16, S.64). Tatséchlich kann die Lipidentzug-
bedingte Reduktion der Adenylat-Zyklase-Stimulation komplett (gpr3) bzw. teilweise (gpré+gprl2)
durch das Lipid S1P (1uM) wiederhergestellt werden (Abb.24B, S.73).

Dennoch mul3 festgestellt werden, dal? die konstitutive, Agonist-unabhéngige Aktivierung von gpr3, 6
und 12 durch Lipidentzug nur margina reduziert werden kann (Abb.16, S.64). Folglich kdnnen diese
Lipide nicht die einzigen Aktivatoren dieser Rezeptorfamile sein, und/oder es handelt sich hier um eine
S1P-Rezeptorfamilie, die natUrlicherweise konstitutive Aktivitdt zeigt und Uberwiegend durch
Expression reguliert wird.

Die konstitutive Aktivierung des Ga g Signaltransduktionsweges durch den Rezeptor gpr3 wird sowohl
nach transienter Transfektion in HEK293- und CHO-Zellen (Dr. S. Grineberg, Aventis Pharma, 2001,
unverdffentlicht) als auch in einer stabilen gpr3/PSC-Zélllinie beobachtet (2.8., S.76). In einer Western
Blot-Analyse ergibt sich jedoch weder eine Zunahme der gpr3-Bandenintensitét nach transienter
Transfektion in HEK 293- oder CHO-Zellen noch in der stabilen gpr3/PSC-Zéelllinie (keine Abb.). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dai? die verwendeten Zellen die Uberexpression des konstitutiv aktiven
Rezeptors gpr3 nur in geringen Mal3en tolerieren kénnen, welche moglicherweise unterhalb der
Sensitivitdt eines Western Blots liegt. Nichtsdestotrotz reicht die Uberexpression fir funktionelle
Untersuchungen der second messenger Ca?* und cAMP aus.
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gpr3, 6 und 12 werden durch die Lipid-Mediatoren Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Dihydro-S1P
(DHSAP) aktiviert, die bereits als physiol ogische Liganden der edg-Rezeptorfamilieidentifiziert worden
sind (siehe Reviews Fukushimaet al., 2001, Hla, 2001, Pyne & Pyne, 20004). Beide Lipide bewirken in
transient gpr3-, 6- und 12- transfizierten HEK293-Zellen unter serumreduzierten (1% FCS) bzw.
lipidfreien Bedingungen (10% FCSCS) intrazellulére Ca2+-Freisetzungen mit ECgg-Werten im
nanomolaren Bereich (2.2, S.65; 2.4, S.68; 2.5, S.71) und einen Anstieg der konstitutiv erhthten cAMP-
Spiegel (2.6., S.72). Es kann kein Unterschied in der agonistischen Wirkung zwischen S1P und seiner
reduzierten Form DHSI1P in Form von Dosis-Wirkungs-Kurven (ECgy-Werte) festgestellt werden
(Tabelle 42, S.70).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine erhdhte agonistische Effizienz der S1P-vermittelten Ca?*-
Freisetzung an den Rezeptoren gpr3, 6 und 12 in Gegenwart von Suramin (2.3, S.67; 2.4., S.68) ohne
Beeinflussung der Potenz der Ccat-M obilisierung (keine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-
Kurve). Bislang wurde Suramin a's Antagonist der GPCR-Aktivierung angesehen und zwar entweder
as kompetitiver Rezeptor-Antagonist (Jenkinson & Reid, 2000) oder als unspezifischer Antagonist der
Rezeptor/G-Protein-Interaktion (Kimura et al., 2000). Das gilt unter anderem auch fur LPA- und S1P-
Rezeptoren (Postma et al., 1996) mit einer gewissen Spezifitét fir den Subtyp edg3 (Ancellin & Hla.,
1999). Die Vorbehandlung transfizierter HEK293-Zellen mit 300uM Suramin (3min, 37°C) induziert
keine spontanen Ca?*-Freisetzungen (Abb.21B a), S.70), verbessert aber deutlich das MeRfenster durch
Inhibierung endogener S1P Rezeptoren (Abb.19C, S.68) bei gleichzeitiger Potenzierung der S1P-
vermittelten gpr3-, 6- und 12-Signale (Abb.19A+B, S.68; Abb.20, S.69). Dieser Effekt deutet darauf hin,
da3 gpr3, 6 und 12 die identische Signaltransduktionskaskade benutzen, wie die Suramin-
antagonisierten Rezeptoren.

Im direkten Vergleich zu seinem humanen Homologen fihrt rgpr3 in einer S1P-Dosis-Wirkungs-
Beziehung zur wesentlich effizienteren Ca*-Frei setzung in Gegenwart von Suramin (Abb.21C, S.70).
Gleichzeitig falt die konstitutive Erhdhungen der basalen cAMP-Spiegel in HEK 293-Zellen durch rgpr3
tendenziell hoher aus (vgl. Abb.16, S.64; Abb.24C, S.73). Da jedoch die Expression der beiden
Rezeptoren auf der Zelloberflache von HEK293-Zellen nicht quantifiziert worden ist (z.B. durch
Western Blot oder Bindungsassay), kann die intrinsische Aktivitét von S1P an den Rezeptor-Homologen
nicht bestimmt werden.

In Einzelversuchen fuhrt auch das Lipid LPA zur gpr3-vermittelten Ca2+-Freisetzung (2.2., S.65) und
zur Erhoéhung des basalen cAM P-Spiegel s der gpr3-Homologen von Mensch (Abb.24A, S.73) und Ratte
(Abb.24C, S.73), wéahrend gpr6é und gprl2 unbeeinflufd bleiben. Zum jetzigen Zeitpunkt kdnnen
agonistische Wirkungen dieses Lipids am Rezeptor gpr3 nicht ausgeschlossen werden, bedirfen jedoch
aufgrund des sehr hohen endogenen LPA-Hintergrundes in HEK293-Zellen (Abb.18A, S.67) einer
Bestdtigung in einem Zellsystem mit keinem/geringerem L PA-Hintergrund.

Suramin hat keinen Effekt auf den endogenen L PA-Hintergrund in HEK293-Zellen (keine Abb.).
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DaLipid-GPCRs meist durch mehrere bioaktive Lipide aktiviert werden kdnnen (z.B. Zhu et al., 2001),
ist in einer Substanz-Bibliothek, bestehend aus 200 bioaktiven Lipiden, nach zusétzlichen Aktivatoren
in einem FLIPR/Ca?*-Assay gesucht worden (2.5., S.71).

Neben S1P und DHS1P weist kein weiteres Lipd der Bibliothek agonistische Eigenschaften an den
Rezeptoren gpr3, 6 und 12 auf.

Aufgrund ubiquitérer S1P-Rezeptor-Expression verfligen nahezu alle Saugerzellen tiber endogene S1P-
Rezeptoren, die ein relativ hohes Hintergrundsignal verursachen. HEK293-Zellen, die in dieser Arbeit
Uberwiegend fr funktionelle Untersuchungen von gpr3, 6 und 12 verwendet werden, verfligen Uber eine
ausgepragte endogene Ca®*-Frei setzung nach S1P- und LPA-Stimulation und exprimieren dariiber
hinaus endogene gpr3, 6 und 12-Rezeptoren (Abb.18, S.67).

Beispiele aus der Literatur zeigen, daR schwache Ca?*-Signale eines transfizierten Rezeptors
unspezifische Fluktuationen endogener Rezeptoren widerspiegeln kénnen, was zu MiRinterpretationen
verleiten kann (z.B. Jazin et al., 1993). Ein Mef3system mit deutlich geringerem bzw. keinem endogenen
S1P-Hintergrund ist folglich anzustreben. Zelllinien, die einen relativ geringen endogenen S1P-
Hintergrund aufweisen, sind beispielsweise Spodoptera frugiperda (Sf9) Insektenzellen, Xenopus
Oozyten, Saccharomyces cerevisiae oder die Ratten Hepatomzellline Rh7777. Die Untersuchung
humaner GPCRs in niederen Zelltypen, wie z.B. Insekten-, Amphibien- oder Hefe-Zellen, birgt jedoch
meist komplett unterschiedliche bzw. deutlich reduzierte Signaltransduktionskaskaden sowie
Anderungen in posttrans ationalen Modifikationen, die die Funktion des Rezeptors verandern konnen.

McAllister et al., 2000 haben ein Fusionskonstrukt des konstitutiv aktiven LPA-Rezeptors edg2 mit
einem Ga;-Protein hergestellt, welches durch die Punktmutation 351C->G PTX-Insensitivitét erlangt
hat. Nach transienter Transfektion des Fusionskonstruktes in HEK293-Zellen und Inaktivierung
endogener G-Proteine des Typs Ga; durch PTX konnte die hochspezifische LPA-induzierte
[358] GTPgS- Bindung gegentiber einem schwach ausgepréagten, endogenen L PA-Hintergrund gemessen
werden. Dagegen kann im Rahmen dieser Arbeit aufgrund des dramatisch hohen endogenen LPA-
Hintergrundes in HEK 293-Zellen keine spezifische LPA-induzierte Ca?*-Freisetzung des Rezeptors
edg2 gemessen werden (keine Abb.). Dieses Beispiel zeigt die Problematik endogener
Hintergrundsignale bei ubiquitdr exprimierten Lipidrezeptoren, insbesondere bei der Untersuchung
relativ schwach ausgepragter Ca2*-Mobilisierungen tiber G-Proteine des Typs Ga; (3.1, S.77).

Die Arbeit von McAllister et al., 2000 zeigt dartiber hinaus eine deutliche Verbesserung der edg2/Ga;-
Protein-Kopplung durch kovalente Verknlpfung von Rezeptor und PTX-insensitivem Ga;-Protein
gegeniiber der Kotransfektion beider Komponenten. Da der endogene S1P-Hintergrund von HEK 293-
Zellen nahezu komplett durch PTX inhibierbar ist (Abb.29A, S.78), ist es wahrscheinlich, dal3 ein
entsprechendes gpr3-, 6- oder 12-Fusionskonstrukt mit Ga; (C351G) zur Quantifizierung der S1P-
Aktivierung geeignet sein wird. Obwohl McAllister und Mitarbeiter ausschliefdlich die LPA-induzierte
G-Protein-Aktivierung  ([*°S|GTPgS-Bindung) untersucht haben, ist davon auszugehen, dai?
vergleichbare Fusionsproteine aufgrund der raumlichen N&he von Rezeptor und G-Protein auch
deutliche Verbesserungen bei der Messung funktioneller second messenger mit sich ziehen werden.
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Eine zentrale Bedeutung in der Regulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren nimmt die Ligand-
induzierte Internalisierung des Rezeptors zu intrazelluldren Kompartimenten ein, die zu einer
kurzzeitigen und reversiblen Reduktion der Aktivierbarkeit durch einen spezifischen Liganden bzw. der
Verfugbarkeit von Rezeptormolekilen auf der Zelloberfléche fuhrt (Desensitivierung). Im Gegensatz
dazu ist die langfristige Runterregulation eines GPCRs durch irreversible proteolytische/lysosomale
Degradierung des Rezeptors geprégt (siehe Review Ferguson et al., 2001, Tsao et al., 2001).

Die Verwendung Epitop- oder fluoreszenzmarkierter Rezeptoren (z.B. GFP-Fusionskonstrukte) bietet
die Méglichkeit zur Untersuchung von Internalisierungsvorgangen einzelner Rezeptoren unabhangig
von endogenen Hintergrundproblemen. Zhang et al., 1999 zeigen dartiber hinaus die Transl okation eines
[3-Arrestin2-GFP-Fusionsproteins (3arry) zur Plasmamembran nach Stimulation einer Reihe von GPCRs
mit ihren spezifischen Liganden. Sie beschreiben die [arrp-Translokation als nahezu universell
einsetzbare Methode zur Untersuchung von Ligand-induzierten Endozytosen.

Anaog zu Liu et al., 1999, die die Agonist (S1P)-induzierte Internalisierung und Translokation des
Rezeptors edgl in HEK293-Zellen zeigen, wird im Rahmen dieser Arbeit die Agonist-induzierte
Translokation der S1P-Rezeptoren edg3- und edg8-GFP im direkten Vergleich zu gpr6-GFP und dem
Peptid-GPCR Urotensin-11 (Ull) untersucht (2.7., S.74).

Unter serumfreien Bedingungen induzieren S1P und DHSIP (je 100nM) die energieabhdngige
Internalisierung der drei Rezeptoren edg3-, edg8- und gpr6-GFP in HEK293-Zellen mit beginnender
Zellabkugelung, nicht jedoch des Ull-Rezeptors (Abb.26, S.75). Es sei darauf hingewiesen, dal3 gpr6-
GFP, im Gegensatz zu edg3-, edg8- und UlI-GFP, bereits vor der Zugabe von Lipiden groftenteils
intrazellulér vorliegt, wie es flr einen Rezeptor mit konstitutiver Aktivitét theoretisch zu erwarten ist.
Eine basale Internalisierung konstitutiv aktiver GPCRs ist bereits mehrfach beschrieben worden
(Miserey-Leinkei et al., 2001, Shapiro et al., 1996, McCune et al., 2000, Tarasovaet al., 1997); siewird
fUr gpr6-GFP gesondert unter 2.3, S.125 diskutiert.

Nur nach konsequentem ,Aushungern® gpr6-GFP-transfizierter HEK293-Zellen in lipid- und
serumfreiem Medium weisen ca. 20% der Zellen eine schwache Plasmamembran-L okalisation auf. Die
Abhéngigkeit der gpr6-Lokalisation vom Lipid- bzw. Serum-Gehalt des Medium bestétigt die Existenz
eines bioaktiven Aktivatorsim Serum (Abb.34, S.83). Durch exogene Gabe von S1P bzw. DHS1P wird
der intrazellulére Anteil des Rezeptoren gpr6-GFP Uber funktionelle Internaisierung bei 37°C, nicht
aber bei 4°C, erhoht (Abb.25, S.75). Andere Lipide wie LPA, SPC, LPC, Sph etc. induzieren hingegen
keine vermehrte Internalisierung des Rezeptor gpr6-GFP (keine Abb.). Das bestétigt die Ergebnisse aus
den Ca2+-Assays (2.2., S.65; 2.5., 71) und belegt eine Selektivitét von gpré gegeniber S1P und DHSLP.

Das Auftreten S1P-induzierter, morphologischer Zellabkugelung (,, cell rounding ) in HEK293-Zellen
ist bereits von Van Brocklyn et al., 1999 fir die Rezeptoren edgl, edg3 und H218/edg5 beschrieben
worden, und kann zumindest fir den Rezeptor edg3 (edg3-GFP) bestétigt werden. Darlber hinaus
ergeben sich Hinweise auf Zellabkugel ungs-Effekte nach transienter Transfektion der Rezeptoren edg8-
GFP (Niedernberg et al., 2002, Manuskript in Vorbereitung) und gpr6-GFP.
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Ein zeluldrer Internalisierungs-Assay der Arbeitsgruppe Conway et al, 1999 ermdglicht die
subzelluldre Quantifizierung eines PTH (Parathormon)- und 32-Adrenozeptor-GFP-Fusionsproteins in
lebenden Zellen im Mikrotiterplatten-MaRstab (ArrayScan™, Cellomics, USA). Das Mef3system setzt
die stabile Transfektion der Fusionskonstrukte voraus und bestimmt die relative Anhaufung der GFP-
Fluoreszenz im Zellinneren nach Gabe potentieller Agonisten/Antagonisten.

Im Rahmen dieser Arbeit ist an stabilen GPCR/pEGFP-Zelllinien gearbeitet worden (z.B. UII/pEGFP,
edg8/pEGFP, A. Hattenberger, Aventis Pharma, DG Herz-Kreislauf, unpubliziert); essind jedoch grof3e
Probleme hinsichtlich Zytotoxizitét aufgetreten. Da auch im Fall des gpr6-GFP zytotoxische Effekte
beobachtet werden, ist die funktionelle Internalisierungen der Rezeptoren edg3-, edg8-, gpr6- und Ul -
GFP in einem transienten Expressionssystem untersucht worden. Aufgrund der konstitutiven Aktivitét
von gpr6-GFP und der daraus resultierenden, Uberwiegend intrazelluléren Verteilung des Rezeptors
(Abb.34, S.83), ist dieser HTS-féhige Internalisierungs-Assay ungeeignet. Funktionelle Veranderungen
bzw. Transportvorgange konnten lediglich durch arbeits- und zeitintensive Einzelzell-Analysen
beobachtet werden.

Im Falle weiterfUhrender Arbeiten empfiehlt sich mdglicherweise der Einsatz eines GFP-
Fusionsvektors, der nicht mit einem konstitutiv aktiven (z.B. CMV-Promotor bei pEGFP-V ektoren),
sondern mit einem induzierbaren Promotor arbeitet.

Howard et al., 2001 nennen Plasmamembranstandigkeit von orphan GPCRs as unverzichtbares
Kriterium fUr eine erfolgreiche Ligandenidentifizierung. Die Herstellung Epitop-markierter (his-tag,
myc-tag, HA-tag) Konstrukte dient in der Regel der Uberprifung der Lokalisation in transfizierten
Zellen.

Tatsachlich ist dieses Kriterium fir gpr3, 6 und 12 sowie gpr6-GFP nicht erfiillt, aber dennoch gltickt
die Identifizierung der bioaktiven Lipide S1P und DHS1P als Modulatoren dieser Rezeptorfamilie.
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1.3.  Einordnung von gpr3, 6 und 12 als Lipidrezeptoren

Der Rezeptor edgl wurde urspringlich as immediate early gene der Endothelzell-Differenzierung
kloniert (Hla & Maciag, 1990) und fiel unabhéngig davon als Scherstress-induziertes Gen in
Endothelzellen auf (Takada et al., 1997). Damit wurde edgl Namensgeber fir sieben weitere
wendothelial differention gene“-Subtypen, die im gleichen Zeitraum kloniert wurden und hohe
sequenzielle Ahnlichkeit untereinander aufwiesen. Durch Fraktionierung des Serums gelangen Lee et
al., 1998 die Identifizierung des bioaktiven Lipids Sphingosin-1-Phosphat (S1P) as hochaffiner Ligand
des Rezeptors edgl mit einem ECgg-Wert von 8nM. Das verwandte Lipid Lysophosphatidsaure (LPA)
konnte dem orphan Rezeptor edg2 zugeordnet werden (Hecht et al., 1996).

Bislang umfafdt die edg-Rezeptorfamilie die Subtypen edgl, 3, 5, 6 und 8 mit Affinitét fir das Lipid S1P
und edg2, 4 und 7 als hochaffine Rezeptoren fir LPA (siehe Review Fukushimaer al., 2001, Hla, 2001,
Goetzl & An, 1998, Moolenaar et al., 1997).

Die Entdeckung der bioaktiven Lipide LPA und S1P und ihre Zuordnung zu G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren lieferte den ,, Startschul3* fur die Identifizierung weiterer Rezeptoren fir bioaktive Lipid-
Mediatoren in den letzten 2-3 Jahren. So ist das Sphingolipid Lysophosphatidylcholin (LPC) bekannt al's
Regulator von entzindlichen Prozessen wie z.B. Autoimmunerkrankungen und Atherosklerose.
Kabarowski et al., 2001 gelangen jedoch erst kiirzlich die Zuordnung dieses bioaktiven Lipids zu dem
orphan Rezeptor G2A. Diese Arbeitsgruppe identifizierte darliber hinaus den orphan Rezeptor OGR1
(ovarian cancer G-protein-coupled receptor 1) als hochaffinen Rezeptor fur das bioaktive Lipid
Sphingosylphosphorylcholin (SPC) (Xu et al., 2000) und konnte belegen, dal3 der orphan Rezeptor gprd
einen hochaffinen Rezeptor fur SPC und LPC darstellt (Zhu ez al., 2001).

DieArbeitsgruppe Im et al., 2001b konnte den orphan Rezeptor TDAG-8 (T-cell death-associated gene-
8) dem Lipid Psychosin (D-Galaktosyl-Sphingosin) zuordnen. Psychosin reguliert Gber TDAG-8
Globoid-Zellformationen, die z.B. bei der Globoid-Zell-Leukodystrophie aufgrund des Ausfalls des
Enzyms Gal aktosyl-Ceramidase gestort sind.

Dartber hinaus lieferten Alderton et al., 2001 Hinweise auf die Existenz eines hochaffinen
Phosphatidséure (PA)-GPCRs in HEK293-Zellen, der, verglichen mit LPA, zu einer 100-1000-fach
potenteren Aktivierung des p42/p44 MAPK Signaltransduktionsweges fhrt.

Die Abb.61, S.118 zeigt die Strukturformeln einiger dieser bioaktiven Lipid-Mediatoren.

Bioaktive Lipide sind Derivate von Plasmamembrankomponenten und regulieren eine Reihe wichtiger
biologischer Prozesse Uber die Wechselwirkung mit ihren entsprechenden Rezeptoren. S1P-Wirkungen
an den Rezeptoren der edg-Familie regulieren zentrale physiologische Funktionen wie
Zelldifferenzierung, Inhibierung/Aktivierung von Apoptosen, Stimulierung/Inhibierung  der
Proliferation, Chemotaxis, Expression von Adhésionsmolekiilen, morphologische Verénderungen etc.
(siehe Reviews Pyne & Pyne, 2000a/b).

Gleichzeitig ist S1P fur eine Vielzahl kardiovaskulérer Effekte verantwortlich, die die entsprechenden
edg-Rezeptoren als targets fir die Herz-Kreislauf-Forschung prédestinieren (siehe Reviews Levade et
al., 2001, Huwiler et al., 2000).
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Aufgrund der Vielzahl der biologischen Effekte, die durch S1P vermittelt werden, ist es nicht
Uberraschend, da? mehrere S1P-Rezeptor-Subtypen existieren. Trotzdem lassen sich nicht alle S1P-
Effekte mit den bisher bekannten S1P-Rezeptoren erkldren (Dr. Kostenis, mundliche Auskunft).
Deshab ist zu vermuten, dal? es noch weitere S1P-Subtypen gibt.

Anfang des Jahres 2002 ist eine neue Lysophospholipid-Rezeptor-Nomenklatur beschlossen worden,
wonach die S1P-Rezeptoren der edg-Rezeptorfamilie zu S1P; (edgl), S1P, (edg5), S1P3 (edg3), S1P,
(edg6) und S1P5 (edg8) umbenannt werden. Analog dazu werden die LPA-edgs nun als LPA 1 (edg2),
LPA (edg4) und LPA3 (edg7) bezeichnet (Chun et al., 2002).

In dieser Arbeit wird noch die alte Nomenklatur verwendet.
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Abb.61  Strukturformeln einiger bioaktiver Lipide. A: SIP, B: DHSIP, C: LPC, D: LPA (aus: Infor-
mationen zur Biomol Lipidbibliothek).

Im Rahmen dieser Arbeit werden orphan gpr3, 6 und 12 as GPCRs identifiziert, deren konstitutive
Aktivitét in HEK293-Zellen durch die Lipide S1P und DHS1P moduliert werden kann. Beide Lipide
bewirken Ca?*-M obilisierung (2.2, S.65; 2.4, S.68; 2.5, S.71), Stimulation der Adenylat-Zyklase (2.6.,
S.72) und eine Steigerung der basalen Internalisierungsrate (2.7., S.74) nach transienter Transfektion in
HEK293-Z€llen, und das spricht flr agonistische Wirkungen der Lipide an gpr3, 6 und 12.

Aufgrund fehlender Bindungsdaten oder Untersuchungen von [355] GTPgS-Bindung kdnnen S1P und
DHSI1P zum jetzigen Zeitpunkt nicht zweifelsfrei als physiologische Liganden dieser Rezeptorfamilie
bezeichnet werden. Nicht zuletzt aufgrund fehlender Agonisten, Antagonisten bzw. inverser Agonisten
ston’t die funktionelle Charakterisierung hier an ihre Grenzen. Die modulierende Wirkung von S1P/
DHSIP auf gpr3-, 6- und 12-aktivierte Signaltransduktionswege (Ga;, Gag, SPHK) in HEK293-Zellen
kann dagegen zweifelsfrei belegt werden (3., S.77).
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2. Signaltransduktion und konstitutive Aktivitit

Der durch einen Liganden angeschaltete Signaltransduktionsweg eines GPCRs ist neben dem Liganden
selbst eine weitere Unbekannte von orphan GPCRs. Die Spezifitét eines GPCRsfur ein Ga-Protein wird
Uberwiegend durch die 2. und 3. intrazellulére Schleife (C2 und C3) des Rezeptors und durch den C-
Terminus der Ga-Untereinheit bestimmt (Wess, 1998+1997, Nasman et al., 1997, Eason & Liggett,
1996, Kostenis et al., 1999).

Bioinformatische Algorithmen, mit deren Hilfe Vorhersagen Uber die Signaltransduktionswege eines
GPCRs getroffen werden kdnnen, befinden sich in der Entwicklung (z.B. Méller et al., 2001). Sie
basieren weitestgehend auf Ergebnissen aus M utagenese- und/oder Ga-Chiméren-Studien.

In Abb.62, S.119 sind die Signaltransduktionswege, so wie sie im Rahmen dieser Arbeit fir die
Rezeptoren gpr3, 6 und 12 in HEK 293-Zellen ermittelt wurden, schematisch zusammengefald (3., S.77).
Nach dem aktuellen Kenntnisstand besteht kein Unterschied zwischen den Rezeptoren gpr3, 6 und 12.
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Abb.62  Schematische Darstellung des Signaltransduktionsweges von gpr3, 6 und 12 in HEK293-
Zellen. Durch Wechselwirkung von gpr3, 6 und 12 mit Adenylat-Zyklase (AC), Phospholipase-C (PLC)
und Sphingosin-Kinase (SPHK) iiber G-Proteine des Typs Gajund Gagkommt es zur Erhohung von in-
trazelluliiren cAMP-, Ca®*- und S1P-Spiegeln. Die Beteilung von Gag kann ausgeschlossen werden.
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2.1.  Duale Kopplung an Ga; und Gay

Aufgrund der Ergebnisse von Eggerickx et al., 1995 und eigener Daten aus funktionellen cCAMP-Assays
(2.1., S.64) wird davon ausgegangen, daf3 es sich bei gpr3, 6 und 12 um eine Familie Ga s-koppel nder
Rezeptoren handelt. Deshalb werden fur FLI PR/Ca2+-Asaays promiskuitive G-Protein-Untereinheiten
eingesetzt (2.2., S.65), die Ga s-koppelnde Rezeptoren theoretisch an die PL C/Ca?*-Kaskade , umleiten®
koénnen (Kostenis et al., 1998, Kukkonen et al., 2001).

Die Gay-Proteinfamilie, der auch a-Untereinheiten des Typs Gap;, Ga 14, Gap5 und Ga 16 zugeordnet
werden, reguliert die Stimulation der vier PLC-3-Isoformen. Ga 15 und Ga 1 zeichnen sich durch eine
natrliche Promiskuitét aus, da sie eine Reihe Ga;-, Gag und Gaq-koppelnder GPCRs an die PLC
koppeln kénnen (Offermanns & Simon, 1995). Kostenis, 2001 konnte jedoch zeigen, dai diese G-
Proteine keine universellen Adapter firr die intrazellulare Ca?*-Mobilisierung darstellen und sich nicht
routinemalig fur Ligandenidentifizierungenim HTS-Format eignen. Tatsachlich existieren Beispiele fir
gefdrderte, gehemmte oder unbeeinflufdte PLC-Kopplungen eines GPCRs nach Kotransfektion mit
Ga 16 (siehe Review Kostenis, 2001).

Eine weitere Moglichkeit fur die ,, Umkopplung® von GPCRs st der Einsatz von chiméren G-Proteinen.
So gelingt die effiziente Kopplung des Ga;-koppelnden Rezeptors edgl (Windh ez al., 1999) an den
PL C-Signaltransduktionsweg in HEK293-Zellen nur unter Kotransfektion mit Gaqi5 (Ancellin & Hla,
1999). Bei diesem chiméren Gaq-Protei n wurden die letzten 5 Aminosauren des C-Terminus gegen die
entsprechenden Aminosauren von Ga; ausgetauscht und so die ,, Umkopplung” Ga-koppelnder GPCRs
an die PLC/Ca?*-K askade ermdglicht (Conklin et al., 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit werden neben den nativen Ga-Untereinheiten Ga gy und Ga 1 die Chimaren
bzw. Mutanten der Ga-Untereinheiten Gajzqes (Dr. Kostenis, Aventis Pharma, Patentanmeldung),
Ga1pccc bzw. Ga1ggeeaeop (beide Dr. Kostenis, unpubliziert) zur Kopplung der Rezeptoren gpr3, 6
und 12 an den PL C-Signaltransduktionsweg eingesetzt. Uberraschenderweise erfolgt in HEK293-Zellen
eine Kopplung der Rezeptoren an die PLC ohne die Kotransfektion promiskuitiver Ga-Untereinheiten.
Dieses Ergebnis liefert den Hinweis auf eine duale Kopplung dieser Rezeptorfamilie an Gag oder Ga;
- zusdtzlich zu Gag- Uber die Nutzung endogener G-Proteine (2.2., S.65).

Bei den Rezeptoren gpr3, 6 und 12 bewirkt die Kotransfektion von Ga 1 keine Verbesserung des catt-
Signals gegenuber der Kontrolltransfektion ohne zusétzliches G-Protein (Abb.17, S.66). Im Gegensatz
dazu fuhrt die Kotransfektionen von edgl oder edg3 mit Ga g in CHO-Zellen zu einer dramatischen
Zunahme des unspezifischen S1P-Hintergrundes, der eine Quantifizierung der spezifischen edgl-
Antwort unméglich macht bzw. die Signaltransduktion des Rezeptors edg3 hinsichlich Effizienz und
Potenz hemmt (Kostenis, 2001).

Die Mutanten von Ga 1 und das chimére Gai/Gaq-Protein zeigen insgesamt keine Verbesserung der
gpr3-, 6- und 12-vermittelten Cae*-Frel setzung gegeniiber den endogenen G-Proteinen des HEK 293-
Zéellsystems (aus patentrechtlichen Griinden im Ergebnisteil nicht abgebildet).
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Die Kotransfektion Gaq-koppelnder GPCRs mit GaoI fuhrt in der Regel zu einer Potenzierung des
Ligand-induzierten Ca?*-Signals (Dr. Kostenis, miindliche Mitteilung). Da dieser Effekt im Fall der
Rezeptoren gpr3, 6 und 12 nicht beobachtet werden kann (Abb.17, S.66), wird vermutet, dal3 diese
Rezeptoren nicht die Ga g-Signaltransduktionskaskade fir die Ca*-Freisetzung nutzen. Bestétigt wird
diese Vermutung durch PTX-Versuche, die eine totale Sensitivitédt der S1P-induzierten ca'-
Mobilisierungen durch gpr3, 6 und 12 zeigen (Abb.29A+B, S.78). Damit ist die Beteiligung von G-
Proteinen des Typs Ga; an der Ca?*-Freisetzung durch gpr3, 6 und 12 eindeutig belegt. bg
Untereinheiten von Ga;-Proteinen kénnen auch intrazellulére catt-s gnaleinduzieren; siefallen jedoch
im Vergleich zur Gaq-vermittelten PL C-Aktivation wesentlich schwécher aus (Steinweis, 1994).

Nach Kultivierung gpr3-, 6- und 12-transfizierter HEK293-Zellen im Standard-Medium mit 10% FCS
kann keine Erhdhung des intrazellularen Ca2*-Spiegels nach S1P-Stimulation (1M) gemessen werden
(keine Abb.). Paralel zeigt sich in einem cAMP-Assay eine dramatische Erhéhung des basalen cAMP-
Spiegels durch gpr3, 6 oder 12 (Abb.16, S.64).

Das,, Aushungern” transfizierter HEK 293-Zellen in serumreduziertem (1% FCS) bzw. lipidfreiem (10%
FCSCS) Medium er6ffnet dagegen ein Melfenster fir die S1P-induzierte Cat*-M obilisierung (2.2.,
S.65) und reduziert die erhthten CAMP-Spiegel (2.1., S.64).

Die Eliminierung von Ga;-Untereinheiten durch PTX fordert die Adenylat-Zyklase-Stimulation,
wahrend eine Ga;-Kotransfektion die Fahigkeit von gpr3, 6 und 12 zur Adenylat-Zyklase-Stimulation
unterdrickt (3.1., S.77). Diese Ergebnisse liefern Hinweise auf eine gleichzeitig stimulatorische (Gag)
und inhibitorische (Ga;) Beeinflussung der Adenylat-Zyklase durch gpr3, 6 und 12 (,,dual coupling*):
Die Reduktion Forskolin-erhéhter cAMP-Spiegel durch die Rezeptoren gpr3, 6 und 12 (inhibitorischer
CAMP-Assay) ist nicht untersucht worden.

Zusammenfassend kénnen folgende Schlul¥folgerungen angestellt werden:

1.) gpr3, 6 und 12 sind bereits nach Kultivierung im Standard-Medium (10% FCS) maximal aktiviert
und kdnnen im Ca2+-A$ay durch S1P nicht weiter stimuliert werden (und evtl. mangelnde
Sensitivitét des Fluoreszenzfarbstoffs fluo-4).

2.) Eine Serum- bzw. Lipidreduktion im Medium reduziert das Ausmal3 der konstitutiven Aktivitét und
ermoglicht so die Messung weiterer Ca?*-Freisetzung nach S1P-Stimulation.

3.) Die Adenylat-Zyklase-Stimulation tber Gag und die Ca2+-Freisetzung tber Ga; sind permanent
angeschaltet.

Zhu et al., 1994 zeigen, dald typische Gag-gekoppelte Rezeptoren, wie z.B. -adrenerge (Typl und

Typ2)- oder Vasopressin-Rezeptoren, nach transienter Transfektion in L-Zellen, in Abhangigkeit von
der Rezeptordichte, die Fahigkeit zur Stimulation der PLC erlangen kdnnen.
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Zusétzlich zu transienten Uberexpressionssystemen wird eine parallele Aktivierung verschiedener G-
Protein-Kaskaden in nativen Geweben beobachtet: Humane 3-Adrenozeptoren im Herzen koppeln
beispielsweise funktionell an Ga; und Gag (Kilts et al., 2000, Xiao, 2001). Herrlich et al., 1996
beschreiben die duale K opplung des |uteinisierenden Hormon (L H)-Rezeptors an Adenylat-Zyklase und
PLC in natven Gelbkorper-Membranen. Humane  Thyrotropin-Rezeptoren  primérer
Schilddriisenmembranen koppeln sogar funktionell an G-Proteine der Familien Gag, Ga 1, Ga; und
Ga 1o (Laugwitz et al., 1996).

Liu & Simon, 1996 beschreiben die funktionelle Interaktion von PLC- und Adenylat-Zyklase-
Signaltransduktionskaskaden a's feinreguliertes Gleichgewicht. So hemmt beispielsweise die CAMP-
abhéngige Protein Kinase-A (PKA) spezifisch die bg aktvierte PLC-R2-Aktivitat durch
Phosphorylierung spezifischer Serine, nicht jedoch die Ga-aktivierte PLC-AKkivitét.

Natdrliche Promiskuitdt von GPCRs muR3 folglich as Prinzip zur Erhéhung von Komplexitét
biologischer Signaltransduktion interpretiert werden; sie kann nicht nur auf transiente Uberexpression
zuriickgefUhrt werden.

Die Kopplung von gpr3, 6 und 12 an G-Proteine des Typs Ga; bzw. den Ca?*-Signaltransduktionsweg
gelingt in HEK293-Zellen, nicht jedoch in CHO- oder HeLa-Zellen (keine Abb.). In CHO- und Hel &
Zellen ist nur die konstitutive Anschaltung des Gag-Signaltransduktionsweges (Angaben Dr. S.
Griuneberg, Aventis Pharma, unverdffentlicht) beobachtet worden. Diese Ergebnisse bestétigen zum
einen die funktionelle Expression der Rezeptoren, liefern jedoch auch Hinweise auf zelltypspezifische
Unterschiede der Signaltransduktionskaskaden. Ahnliche Befunde liegen furr den Rezeptor edgl vor, der
nach transienter Transfektion in CHO- und HEL (human erythroleukemia)-, nicht aber in HEK293- oder
Sf9-Zellen die S1P-induzierte Ca2*-Mohilisierung tiber Ga; vermittelt (An et al., 1999).

Esist noch nicht bekannt, ob die , chaotische" gpr3-, 6- und 12-Physiologie ebenfalls in vivo vorliegt.
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2.2.  Beteiligung der Sphingosin-Kinase

Die Aktivierung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren edg3 und edg5/H218 durch den extrazelluléren
Liganden S1P fuhrt zur PLC-vermittelten Ca?*-Frei setzung in stabil transfizierten HTC4-Ratten-
Hepatomazellen und ist durch den PL C-Inhibitor U73122 komplett inhibierbar (An et al., 1999). Parallel
dazu zeigen Arbeiten von Meyer zu Heringdorf ez al., 1998, dal? GPCR-vermittelte Ca?*-Signale auch
durch die intrazellulére - Sphingosin-Kinase (SPHK)-katalysierte - Freisetzung von S1P induziert
werden konnen (Abb.63, S.124). Die Mikroinjektion von S1P in Zellen, deren endogene Ga;-Proteine
durch PTX-V orbehandlung inaktiviert wurden, mobilisiert Ca?* ausintrazellularen Speichernund liefert
den bislang stérksten Beweis fr eine intrazellulére Wirkung von S1P as Ca2*-mobilisierenden second
messenger (Olivera& Spiegel, 2001, Spiegel & Milstien, 2000, Von Broocklyn et al., 1998).
Gleichzeitigist die Ca2*-Frei setzung inhibierbar durch Behandlung der Zellen mit den plasmamembran-
permeablen, kompetitiven SPHK-Inhibitoren Dimethylsphingosin (DMS) oder Dihydrosphingosin
(DHS) (Meyer zu Heringdorf et al., 1998).

Nach Klonierung der SPHK aus der Ratten-Niere (Oliveraer al., 1998) sowie der humanen Homologen
SPHK 1a und SPHK?2b (Kohama et al., 1998) haben bioinformatische Sequenzanalysen gezeigt, dai3
diese Kinasen Calmodulin/Ca?*-Bindungsstellen aufweisen, die auf eine Aktivierung/Regulation durch
Ca?* hinweisen.

Transiente bzw. stabile Uberexpression der SPHK in HEK293- und NIH3T3-Zellen fiihrt zu erhdhten
basalen S1P-Spiegeln, fordert das Zellwachstum (DNA-Synthese, Gi/S-Ubergange bzw. Zellenin der S-
Phase) und vermittelt Apoptoseschutz gegentiber Serumentzug und Ceramid-Behandlung. Alle diese
Effekte sind PTX-insensitiv und durch DM S blockierbar (Olivera et al., 1999).

Die Rezeptoren gpr3, 6 und 12 mobilisieren nach transienter Transfektion in HEK293-Zellen und
exogener Gabe von S1P konzentrationsabhangig intrazelluléres catt (2.4., S.68). Diese S1P-induzierte
Ca?*-M obilisierung kann durch PTX-Behandlung komplett aufgehoben werden, und sie wird folglich
ausschliefdlich tber G-Proteine des Typs Ga; bzw. deren bg-Untereinheiten vermittelt (3.1., S.77).

Das gpr3-, 6- und 12-vermittelte Ca?*-Signal ist ferner zu 50-75% durch den kompetitiven SPHK-
Inhibitor DMS hemmbar (3.3., S.80), und das freigesetzte Ca?* stammt ausschlieRlich aus dem
Thapsigargin-sensitiven Ca2+-Spei cher des Endoplasmatischen Retikulums (ER) (3.2., S.79).

Die partielle Beteiligung der SPHK an der Ca*-M obilisierung durch die Ga;-koppelnden Rezeptoren
gpr3, 6 und 12 deckt sich mit den Befunden von van Koppen et al., 2001, wonach die SPHK -vermittelte
Cal*-Frei setzung ein  Modifikationssystem der Inositoltriphosphat  (IP3)-vermittelten cat*-
Mobilisierung darstellt. Die initiale IPz-Produktion durch die Rezeptor-vermittelte PL C-Aktivierung
induziert einen geringen caZt| mpuls, der zur SPHK -Aktivierung und somit zur Freisetzung des second
messengers S1P fuhrt. Die so stimulierte katalytische S1P-Bildung verstérkt das gpr3-, 6- und 12-
vermittelte Ca2+-SignaI in HEK293-Zellen. Da diese Verstdrkung jedoch sensitiv gegentiber PTX ist
(Abb.29A+B, S.78), mul3 sie Uber G-Proteine des Typs Ga; getriggert werden.
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Es kann z. Zt. nicht ausgeschlossen werden, dal3 weitere Faktoren zur Aktivierung der SPHK beitragen.
So sind Prozesse beschrieben worden, die eine PLC-1Pz-unabhéngige cat*-M obilisierung von az-
Adrenozeptoren (Michel ez al., 1989) oder m2-Azetylcholinrezeptoren (Schmidt et al., 1995) vermitteln.
Die molekularen Mechanismen, die zu einer Ca2+-unabhéngigen SPHK-Aktivierung flhren, sind jedoch
bislang unbekannt.

Die |Pz-vermittelte Ca?*-Freisetzung aus intrazellul &ren Speichern erfolgt tber spezifische | P3-Kandle,
Z.B. in Membranen des ER, und zwar unabhangig von einer S1P-vermittelten Ca2+-Freisetzung. Ein
intrazellulérer Rezeptor fr den second messenger S1Pist bislang unbekannt; es wird jedoch spekuliert,
dal3 es sich um einen Sphingolipid-gesteuerten Ca?*-Kanal in der ER-Membran handeln kénnte (Ghosh
et al., 1994).
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Abb.63 Sphingolipid-Metabolismus. Die intrazelluldre Synthese von SIP aus Sphingosin wird
katalysiert von der Sphingosin-Kinase (SPHK). Das bioaktive Lipid SI1P vermittelt zelluldre Effekte
sowohl als extrazelluldrer Ligand (Sekretion) als auch als intrazelluldrer second messenger (aus:
Olivera & Spiegel, 2001).
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2.3.  Basale Internalisierung als Folge von konstitutiver Aktivitit

Der Transport von GPCRs zur Zelloberflache, von wo aus die Signaltransduktion extrazellulérer Signale
initiiert wird, ist ein hochregulierter Prozel3, und intrazelluldre GPCRs konnen die Folge
unterschiedlicher zellularer Mechanismen sein:

1.) Funktionelle Retention des Rezeptors im ER aufgrund eines spezifischen Signals
2.) Fehlfaltung und Aggregation im ER (z.B. durch die Addition von GFP)

3.) Fehlen von Transport-rel evanten Interaktionspartnern

4.) Agonist-abhangige oder -unabhangige (konstitutive) Internalisierung

Margeta-Mitrovic et al., 2000 zeigen, dal3 die GABAg1/go-Heterodimerisierung (Kaupmann et al.,
1998, Kuner et al., 1999) und der intrazellulére Transport von GABAg1/g2-Heterodimeren durch die
Anwesenheit eines C-terminalen ER-Retentions-Motivs ,RSRR* im GABARg-Rezeptor kontrolliert
wird. Ein &hnliches Motiv ,RKR* ist in dem ATP-sensitiven K™ (K ATp)-Kana gefunden worden, und
es kontrolliert dort Uber ER-Retention den Assemblierungs-abhangigen Transport von Kanal-
Oktameren zur Zelloberflache (Zerangue et al., 1999).

Offensichtlich benutzen verschiedene Proteinfamilien wie GPCRs und lonen-Kandle gemeinsame,
konservierte Mechanismen, um die Lokalisation korrekt assemblierter Oligomere auf der
Plasmamembran zu kontrollieren und um nicht-funktionelle Monomere zuriickzuhalten. Das kdnnte
bedeuten, dal3 noch weitere Proteine bzw. Proteinfamilien diesem Regulationsprinzip unterliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das ,,RXR"“-Konsensus-Motiv im C-Terminus von gpr3, 6 und 12
identifiziert und die Bedeutung des Mativs fur die intrazellulére Lokalisation in HEK293-Zellen (4.2.,
S.82) per konfokaler Fluoreszmikroskopie untersucht. Dabei wird ein gpr6-GFP-Fusionsprotein
verwendet, in dem das ,, RSR"-Motiv gegen drei Alanine ausgetauscht worden ist (gpr6(RSR->-AAA)-
GFP) (4.4., S.84). Die Fahigkeit zur Stimulation der Adenylat-Zyklase wird von der Mutation nicht
beeinfluldt (Abb.36B, S.85).

Da die Subgtitution von ,RSR* zu ,AAA" keinen EinfluR auf die Lokalisation des gpr6-GFP-
Fusionsproteins hat (Abb.36C+D, S.85), kénnen folgende Schlul¥folgerungen gezogen werden:

1.) Das ,RSR"“-Motiv in gpr6 ist kein funktionelles ER-Retentions-Motiv wie in GABAg1-Rezeptoren
oder K p1p-Kanélen.

2.) Esfehlen weitere, bislang unbekannte I nteraktionspartner in HEK 293-Zel len.

3.) Die Lokalisation von gpr6-GFP in intrazelluldren ER-Membranen ist nicht auf eine funktionelle Re-
tention, sondern lediglich auf eine basale Internalisierung als Resultat der konstitutiven Aktivitét zu-
rickzufihren.

Die Rezeptor-Oligomerisierung Uber coiled-coil a-Helix-Interaktionen am C-Terminus von retinierten
GPCRs (und K tp-Kandle) fungiert als Befreiungs-Mechanismus und ermdglicht beispielsweise die
Expression funktioneller GABAR 1 go-Rezeptoren auf der Plasmamembran (Margeta-Mitrovic et al.,
2000, Pagano et al., 2001).
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Um eine mogliche Heterodimerisierung innerhalb der gpr3, 6 und 12-Rezeptorfamilie zu untersuchen,
die - ahnlich wie bei GABA g-Rezeptoren - den Transport zur Zelloberfléche reguliert, wird gpr6-GFP
mit gpr3 und gprl2 kotransfiziert und die Lokalisation per konfokaler Fluoreszenzmikroskopie beurteilt
(4.5., S.86). Nach dem Versuchsergebnis hat die Heterodimerisierung von gpr6-GFP mit den
Familienmitgliedern gpr3 bzw. gpr12 keinen Enflufd auf den Transport zur Zelloberfléche.

GFP-Fusionsproteine werden haufig zur Analyse der Rezeptor-Lokalisation bzw. zu GPCR-
Internalisierungsstudien verwendet (Kallal & Benovic, 2000, Milligan, 2000, Fergusson, 1998, Conway
et al., 1999). Allerdings mufi3 bedacht werden, dai3 die Addition des 27kDa grof3en GFP-Proteins an den
intrazelluléren C-Terminus das Expressionsniveau sowie die Signaltransduktion bzw. die Interaktion
des Rezeptors mit intrazelluldren Proteinen beeinflussen oder schlimmstenfalls unterbrechen kann
(McLean et al., 1999, McLean & Milligan, 2000). Aus diesem Grund kann nicht ausgeschl ossen werden,
dal3 die Addition des GFP an den intrazelluldren C-Terminus von gpr6 dessen Funktionalitét, z.B. den
Plasmamembran-Transport oder die Heterodimerisierungen mit gpr3 oder gprl12, negativ beeinfluf3t hat.

Dadie transiente Transfektion von gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen zu einer dramatischen Adenylat-
Zyklase-Stimulation von ca. 400% Uber basal nach 24h, aber <300% nach 48h, fihrt, wird die
Lokalisation von gpr6-GFP nach entsprechenden Zeiten analysiert (4.3., S.83). Die Kombination der
Ergebnisse beider Analysen belegt, dal} abnehmende cAMP-Bildung (entsprechend reduzierter
konstitutiver Aktivitét) mit der Expression des gpr6-GFP auf der Plasmamembran korrelliert, d.h.
abnehmende Présenz des gpr6-GFP nach langeren Expressionszeiten (48h) entspricht einer weniger
stark ausgepragen konstitutiven Aktivitét.

Diese funktionellen Daten zeigen eindeutig, dal3 die intrazelluldre Lokalisation der Rezeptoren in
HEK293-Zellen nicht auf eine Fehlifaltung zurlickzufihren ist. Da auch gpr6-GFP eine Agonist-
unabhangige Aktivierung der Adenylat-Zyklase bewirkt, ebenso wie der Wild-Typ gpr6 (allerdings mit
etwas reduzierter Effizienz), mufd das Fusionskonstrukt folglich funktionell sein (4.1., S.81).

Die immunologische Farbung endogen exprimierter Rezeptoren gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen
(Abb.33, S.82), die unter Standard-Bedingungen (10% FCS) kultiviert worden sind, zeigt ebenfalls eine
Uberwiegende Anhaufung der Rezeptoren in kleinen membrannahen, mdglicherweise endozytotischen
Vesikeln, énlich dem gpr6-GFP-Konstrukt, und &3t die Schuf3folgerung zu, daid diese Verteilung die
nattrlichen Bedingungen dieser Rezeptoren in HEK 293-Zellen widerspiegelt.

Fakt ist, dal? die Présenz des gpr6-GFP auf der Zelloberflache nur sehr schwach ausgepréagt ist und nur
unter speziellen Kultivierungs-Bedingungen in einem relativ geringen Teil der transfizierten Zellen
detektiert werden kann (ca. 20%). Lipidfreies (10% FCSCS) und serumfreies Medium erhéht tendenziell
die Présenz von gpr6-GFP in der Plasmamembran und deutet auf einen Aktivator im Serum hin (Abb.34,
S.83). Esist dartiber hinaus moglich, daid starke intrazelluldre GFP-Fluoreszenz schwéchere Signale in
der Plasmamembran Uberstrahlt und so die Detektion erschwert. Das stimmt mit der Beobachtung
Uberein, da3 Plasmamembran-Lokalisation vermehrt wéahrend schwacher gpré-GFP-Expression
festgestellt werden kann (4.3., S.83).
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Da zur Detektion von gpr6-GFP-Signalen in der Plasmamembran meist deutlich hohere
Belichtungszeiten von bis zu 300-700ms erforderlich sind, ist davon auszugehen, dald am Rande der
optischen Nachweisgrenze gearbeitet wird.

Die Présenz des gpr6-GFP auf der Zelloberflache von HEK293-Zellenist im Rahmen dieser Arbeit unter
dem Mikroskop geschétzt worden. Zur exakten Quantifizierung der Oberflachenexpression kénnte
beispielsweise ein ELISA eingesetzt werden.

Fakt ist aber auch, dal3 die schwach ausgeprégte gpr6-GFP-Rezeptordichte auf der Zelloberflache
ausreicht, um Ga;- und Ga g Signaltransduktionskaskaden zu aktivieren, und zwar sowohl konstitutiv
as auch nach S1P-Stimulation. Das fuhrt zu der Hypothese, dal3 diese Rezeptoren korrekt zur
Plasmamembran transportiert werden, jedoch als Ergebnis der konstitutiven Aktivitét internalisieren,
sobald sie die Zelloberfache erreichen. Die funktionelle Translokation membransténdiger gpr6-GFP-
Rezeptoren ins Zellinnere unter serumfreien Bedingungen kann durch die Gabe von S1P weiter
gesteigert werden (2.7., S.74).

Die Abb. 64, S.128 stellt die kongtitutive Internalisierung sowie intrazellulére Transportvorgénge
schematisch dar.

Ausder Literatur ist allgemein bekannt, dal3 konstitutiv aktive Rezeptoren (CARS) (Stevenset al., 2000,
Shapiro et al., 1996, Tarasovaet al., 1997, McCuneet al., 2000) und konstitutiv aktive GPCR-M utanten
(CAMs) (Miserey-Lenkel et al., 2002, Ferrari & Bisello, 2001) als direkte Folge der Agonist-
Unabhéngigkeit internalisieren kdnnen.

Antagonisten oder inverse Agonisten (Strange, 2002, Milligan et al., 1995) sind geeignete Werkzeuge,
um die kongtitutive Internalisierung eines GPCRs abzuschalten. So blockieren inverse Agonisten
bei spiel sweise die konstitutive I nternalisierung und Runterregul ation eines konstitutiv aktiven Ratten p-
Opioid-Rezeptors (Li et al,, 2001) und des alB-Adrenozeptors (Stevens et al., 2000). Prazosin-
Behandlung kann die Plasmamembran-Lokalisation eines konstitutiv internalisierten a1D-Rezeptors
wiederherstellen (McCune et al., 2000). Miserey-Lenkei et al, 2002 zeigen, dal3 CAMs des
Angiotensin-Il AT;-Rezeptors in intrazelluléren Vesikeln lokalisiert sind, wahrend der Wild-Typ-
Rezeptor in der Plasmamembran exprimiert wird. Die Inkubation AT5 CAM-exprimierender Zellen
mit dem inversen Agonisten Losartan fuhrt zur Translokation der Mutante zur Zelloberfléche. Dieser
Prozef3 entspricht hinsichtlich der Pharmakologie und Kinetik dem Recycling des Wild-Typ AT, nach
AT-ll-induzierter Internalisierung und ist komplett reversibel nach Auswaschen von Losartan.

Inverse Agonisten fir die Rezeptoren gpr3, 6 und 12 sind derzeit nicht verfligbar. Arena Pharmaceuticals
beansprucht in seinem Patent WO 01/62765 Uber 100 Substanzen mit potentiell invers-agonistischen
Eigenschaften am Rezeptor gpr6. Zwei dieser Substanzen (A002649861/ARE-111 und A002649862/
ARE-112) wurden Aventis-intern synthetisiert, fihren jedoch zu keiner Reduktion der konstitutiv
erhdhten CAMP-Spiegel in transient gpr6-transfizierten HEK293-Zellen (4.6., S.86). Es wird vermutet,
dal3 unwirksame ,, Blindsubstanzen® ausgewahlt worden sind und nicht der tatséchlichen Wirkstoff.

Der Beweis fur die basale Internalisierungs-Hypothese des gpré mul? daher noch gefiihrt werden.
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Abb.64 Internalisierung und intrazellulire Transportvorginge. Die konstitutive Aktivitit von gpr3

6 und 12 fiihrt zu basalen Internalisierungen bzw. zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes in
Richtung der endosomalen Fraktion (siehe dicker Pfeil). Endosomen werden entweder der
intrazelluliren Degradierung in Lysosomen zugefiihrt oder zur Plasmamembran zuriicktransportiert
(Recycling), wo sie die konstitutive Aktivierung von Adenylat-Zyklase und PLC vermitteln (GRK: GPCR-

Rezeptor-Kinase, -P: Phosphorylierung), modifiziert nach Saunders & Limbird, 1999.
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2.4.  Ursachen der konstitutiven Aktivitit von gpr3, 6 und 12

Unter physiologischen Bedingungen betragt der humane Plasma- und Serumspiegel fir das Lipid S1P
0,2 bzw. 0,5uM (Pyne & Pyne, 2000b). Dennaoch ist es unwahrscheinlich, in der Diskrepanz zwischen
nanomolaren ECgy-Werten (2.4., S.68) und um den Faktor 5-10 hoheren S1P-Serumspiegeln die
Ursache fur die konstitutive Aktivierung von gpr3, 6 und 12 zu suchen. Vergleichsweise ist fir den
Rezeptor edgl ein ECgy-Wert von 8nM bestimmt worden (Lee et al., 1998), der um ein Vielfaches
unterhalb des Wertes fir gpr3, 6 und 12 liegt. Dennoch wird fir edgl keine konstitutive Aktivierung
beobachtet.

Murataet al., 2000 konnten zeigen, dal3 Lipide im Serum und Blutplasma an Blutplasmaproteinen (z.B.
Serumalbumin) gebunden sind bzw. als low-density (LDL)- und high-density (HDL)-Lipoproteine
vorliegen, d.h. die effektive, freie Konzentration der Lipide im Serum ist deutlich geringer.
S1P-Sekretion aus Blutpléttchen (Yatomi et al., 1995), Erythrozyten, Neutrophilen und Monozyten
(Yang et al., 1999) oder Mast-Zellen (Prieschl et al., 1999) vermittelt ihre physiologische Wirkung auf
die GefélRwand durch lokale S1P-K onzentrationserhthung (siehe Review Pyne & Pyne, 2000b).

gpr3, 6 und 12 sind eine Familie von konstitutiv aktiven Rezeptoren, deren konstitutive Aktivitét und
intrazellulére Verteilung durch das bioaktive Lipid S1P moduliert werden kann.

Der konsequente Lipidentzug reduziert zwar das Ausmald der konstitutiven Aktivitdt gpr3-, 6- und 12-
transfizierter HEK293-Zellen, kann sie jedoch nur partiell aufheben (2.1., S.64). Gleichzeitig fihrt
Serumentzug im Medium nur zur tendenziellen Zunahme der gpr6-GFP-Plasmamembranlokalisation
(4.2., S.82). Die Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dal3 die ubiquitére Présenz des Lipides S1P nicht
ausschliefllich fir die permanente Anschaltung dieser Rezeptoren verantwortlich sein kann.

Die Ursachen fir die sténdige Aktivierung der gpr3, 6 und 12-Rezeptorfamilie sind folglich mehr in
einer dominanten Interaktion mit G-Proteinen oder regulatorischen Proteinen zu suchen als in der
sténdigen Prasenz des Liganden im Zellkulturmedium bzw. Serum.

Mit mathematischen Modellen wird versucht, den Prozef3 der GPCR-Aktivierung as ein komplexes
Gleichgewichts-System zwischen 1.) Agonist und Rezeptor, 2.) Rezeptor und G-Protein und 3.) Agonist/
Rezeptor und G-Protein mit entsprechenden Dissoziationskonstanten zu beschreiben.

In diesem allosterischen Gleichgewichts-Modell (Abb.65, S.130) wird die konstitutive Aktiviét eines
Rezeptors als Verschiebung des chemischen Gleichgewichts in Richtung der aktiven Konformation
(R*G) verstanden (Kenakin, 1995).
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Abb.65  Das allosterische Gleichgewichtsmodell der GPCR-Aktivierung. Beschreibung im Text (L:
Ligand, R: inaktive Rezeptorkonformation, R @ aktive Rezeptorkonformation, G: G-Protein)
tibernommen aus Groblewski et al., 1997.

Konstitutive Aktivitat von GPCRs wird meist durch Mutationen in konservierten Doméanen verursacht,
die fir die spezifische Interaktion mit G-Proteinen verantwortlich sind (Leurs et al., 1998, Scheer &
Cotecchia, 1997). So induzieren Mutationen im hochkonservierten ,DRY*“ (Asp-Arg-Tyr)-Motiv im
Bereichvon TM-I11 und C2 von GPCRsder Familie 1 konstitutive Signaltransduktion, z.B. desHistamin
H2-Rezeptors (Alewijnse et al., 2000).

Die Bindung eines Liganden an die extrazelluldre Doméne eines GPCRs induziert
K onformationsanderungen im gesamten Rezeptormolekil und bewirkt so eine Verschiebung von TM-
V1 insZytoplasma, wo die I nteraktion mit G-Proteinen erfolgen kann (Gether et al., 1997). Entsprechend
werden die Bereiche zwischen TM-VI und dem Ende der C3-Schleife mit konstitutiver Aktivitét in
Verbindung gebracht (Huang ez al., 2001). Liu et al., 1996 zeigen beispielsweise, dal die Insertion von
1-4 Alaninen N-terminal anein,, VTIL* (Val-Thr-lle-Leu)-Motiv am Ubergang von TM-VI und C3 des
muskarinischen Mo-Azetylcholinrezeptors zu konstitutiver Aktivitét fuhrt. Das ,VTIL-Motiv ragt
durch die Verlangerung von TM-VI permanent ins Zytosol und dies verstérkt die Wechselwirkung mit
Ga-Proteinen. Umgekehrt zeigen Wonerow et al., 1998, dal3 auch eine Verkirzung der C3-Schleifeim
TSH-Rezeptor zu einer Agonist-unabhéngigen Aktivierung von G-Proteinen fuhrt.

gpr3, 6 und 12 sind jedoch native Rezeptoren ohne offensichtliche Mutationen, die mit konstitutiver
Aktivitdt in Verbindung gebracht werden. Dartber hinaus besteht die konstitutive Aktivierung
unabhangig vom Rezeptor-Subtyp, der Spezies (Ratten- und Maus-Homol oge des gpr3 (Eggerickx et al.,
1995)) oder dem Zelltyp (HEK293, CHO, HelLa etc.) und kann als Charakteristikum der gesamten
Rezeptorfamilie angesehen werden.

Der Thrombin- (Shapiro et al., 1996), der Calcitonin- (Cohen et al., 1997), der Cholezystokinin (Typ A)-

(Tarasova et al., 1997) und der alD adrenerge Rezeptor (McCune et al., 2000) sind Beispiele fir
konstitutiv aktive Wild-Typ GPCRs nach transienter Transfektion.
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Zelltypspezifische, regulatorische Proteine steuern GPCR-Funktionen in differenzierten Primérzellen
und garantieren so die Physiologie dieser Zelle im Organismus. Entsprechende regulatorische Proteine
fehlen meist in immortalisierten Zelllinien (HEK293, CHO, HelL a etc.) und es kommt infol gedessen zu
Tumor-dhnlichen Proliferationseigenschaften. Folglich kann das Verhalten eines Rezeptors in einer
immortalisierten Zelllinie nicht grundsétzlich indikativ fur die in vivo-Situtation angesehen werden.

In diesem Zusammenhang kann das Beispiel der metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluR1a und
mMGIuR5 angeflhrt werden, welche in analoger Weise in HEK 293-Zellen konstitutive Aktivitét zeigen.
Eine Arbeit von Ango et al., 2001 zeigt eindeutig, dald diese Agonist-Unabhangigkeit nur in HEK293-
Zellen vorliegt und nicht in priméren Cerebellar Granule-Zellen bei endogen exprimierten mGluR1e-
oder transient transfizierten mGluR5-Rezeptoren auftritt.

Beide mGlu-Rezeptoren interagieren intrazelluldr mit Homer-Proteinen und werden so beispielsweise
an Inositoltriphosphat (1P3)-Rezeptoren (Xiao et al., 1998, Tuet al., 1998) und shank Proteine (Tuet al.,
1999) gekoppelt. Ango et al., 2001 zeigen weiter, dal? die intrazellulére Wechselwirkung von Homer 3
(H3) mit mGluR1adessen konstitutive Aktivitét in priméren Cerebellar Granule-Zellen unterbindet, und
da die Hemmung der H3-Expression durch Behandlung primérer Neuronen mit H3-Antisense-
Oligonukleotiden in konstitutiver Signaltransduktion von mGluR1a resultiert. Gleichzeitig fuhrt die
Zerstorung eines spezifischen ,, Homer-Ligand“-Motivs (Tu et al., 1998) in mGluR5a durch Mutagenese
(mGlu5a F1128R) zu konstitutiver Aktivitét und bestdtigt zweifelsfrei die Regulation von mGluR1a/5
durch H3 in primédren Neuronen.

Da mGluRla/H3-Kotransfektion in HEK293-Zellen die Agonist-unabhéngige Signaltransduktion
unverandert bestehen |&3t, postulieren Ango und Mitarbeiter, dal3 zusétzlich zu H3 weitere
regulatorische Proteine bzw. Interaktionspartner erforderlich sind.

In dieser Arbeit wird die zellulére Verteilung der endogenen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 in HEK293-
Zellen und in primdren Endothelzellen (HUVEC) per Zytoimmunfluoreszenz untersucht. Die
intrazellulére Lokalisation in HEK293-Zellen (Abb.33, S.82) wird dabei einer Plasmamembran-
Lokalisation in HUVECs (6.2, S.103), jeweils nach Kultivierung unter Standard-Bedingungen,
gegenubergestellt. Gleichzeitig kdnnen gpr3, 6 und 12 immunlogisch in fraktionierten
Plasmamembranprotei n-Préparationen von humanem Herz und humaner Niere nachgewiesen werden
(6.1., S.103).

Der deutliche Unterschied zwischen der Lokalisation endogener Rezeptoren in HEK293- und
Priméarzellen liefert Hinweise darauf, dal3 ein putativer und bislang unbekannter Interaktionspartner der
gpr3-, 6- und 12-Signaltransduktion - in Analogie zu mGlula und mGlu5 - in HEK293-Zellen
moglicherweise nicht exprimiert wird. Eine bestehende konstitutive Signaltransduktion von gpr3, 6 und
12 in Primérzellen kann aufgrund des Fehlens inverser Agonisten im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht werden. Sie kann folglich nicht ausgeschlossen werden; esist jedoch wahrscheinlicher, dafd
Interaktionspartner von gpr3, 6 und 12 existieren, die die Rezeptor-Funktion in vivo regulieren. Die
I dentifizierung dieser regulatorischen Proteine verbleibt als grof3e Herausforderung bei der funktionellen
Charakterisierung dieser kleinen Rezeptorfamilie.
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Nichtsdestotrotz existieren Beispiele fur konstitutiv aktive GPCRs in Primérzellen. Eine Arbeit von
Morisset et al., 2000 zeigt, dald konstitutiv aktive, native Histamin H3-Rezeptoren im Ratten- und Maus-
Hirn existieren und die Funktion histaminerger Neuronen regulieren.

Das Auftreten konstitutiver Aktivitét in vivo wird jedoch meist mit Tumorgenese in Verbindung
gebracht. Hellmich er al., 2000 beschreiben einen Zusammenhang zwischen colorektalem Krebs und
einer konsgtitutiv aktiven Splei3variante des Cholecystokinin B/Gastrin-Rezeptors (CCK-BR), der die
Zdlproliferation in einem Gastrin-unabhangigen Mechanismus triggert. Ein weiteres Beispiel stellt die
onkogene Transformation durch das Kaposi's Sarcoma-assoziierte Herpesvirus (KSHV) dar. Dieses
Virus kodiert fur einen kongtitutiv aktiven GPCR (KSHV-GPCR), der die Proliferation in NIH3T3-
Zellen induziert, jedoch durch invers-agonistische Eigenschaften des humanen C-X-C Chemokins
Hul P-10 gehemmt wird (Geras-Raaka et al., 1998).
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3. Physiologische Bedeutung von gpr3, 6 und 12

Neben der Verwandtschaft eines orphan GPCRS zu anderen Rezeptoren (1.1., S.60) erméglicht eine
charakteristische Gewebeverteilung des Rezeptors und/oder seines Liganden Vorhersagen tber seine
physiologische Funktion.

So ist beispielsweise die Identifizierung des orphan Rezeptors SKR6 as Cannabinoid-Rezeptor cbl
aufgrund von Uberlappender Présenz der Rezeptor-mRNA und spezifischer Cannabinoid-
Bindungsstellen in einem hirnspezifischen Zelltyp gelungen (Matsuda et al., 1990). Auch das
Expressionsprofil des orphan Calcitonin-Rezeptors stimmte mit dem Expressionsprofil des CGRP
(calcitonin gene-related peptide)-Peptids Uberein und ermdglichte so die erfolgreiche Zuordnung von
Ligand und Rezeptor (Njuki et al, 1993). Die ldentifizierung der Urotensin-1l (UIl)-mRNA im
kardiovaskuléren System fiihrte zur Entdeckung von Ul alsbislang stérkster, bekannter V asokonstriktor
(Ameset al., 1999).

Unterschiede in der Gewebeverteilung von Rezeptor-Subtypen erdffnen dartiber hinaus die M dglichkeit
zur Entwicklung von Wirkstoffen mit limitierten, spezifischen Wirkorten und folglich weniger
Nebenwirkungen. Der Histamin H4-Rezeptor ist z.B. ausschliefdlich in der Peripherie exprimiert,
wahrend Histamin Hg-Rezeptoren nur im ZNS vorkommen (Lovenberg et al., 1999, Oda et al., 2000).

3.1.  Expression von gpr3, 6 und 12 im kardiovaskuliren System

Veroffentlichungen zum humanen gpr3- und gpr6-Expressionsprofil beschranken sich grofitenteils auf
die Detektion von mRNA-Transkripten in verschiedenen Hirn-Arealen (lismaaet al., 1994, Heiber et al.,
1995, Eggerickx et al., 1995). Literaturdaten zur Gewebeverteilung des humanen Rezeptors gprl2 sind
nicht vorhanden. Darliber hinaus liegen teilweise Northern Blot- oder RT-PCR-Analysen der Ratten-
und Maus-Homologen vor, welche in Anal ogie zu den humanen Rezeptoren grofitenteils die Prasenz der
Rezeptoren im ZNS untersuchen bzw. nachweisen (Marchese et al., 1994b, Song et al., 1994).

Die Expression dieser orphans in der Peripherie hat nicht im Vordergrund bisheriger Untersuchungen
gestanden, da aufgrund der dominanten ZNS-Expression ein Ligand mit Neurotransmitterfunktion
vermutet wurde. Diese Hypothese wird durch neuere Arbeiten von Chenn et al., 2001 bestétigt, wonach
Ratten-gpr6  (rCNL3) in enem PCR-differential-display-Ansatz  wéhrend der cerebralen
Cortexentwicklung im Ratten-Hirn als temporar hochreguliertes Gen entdeckt wurde.

Die Rezeptoren gpr3, 6 und 12 stellen die néchsten Verwandten der S1P- und L PA-Rezeptorfamilie der
edgsdar (Abb.13A, S.61), und die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, da3 siedas Lipid S1P als
funktionellen Modulator mit den edg-Rezeptoren teilen (2., S.64). Die humanen S1P-Rezeptoren edgl,
3, 5, 6 und 8 (Fukushimaet al., 2001, Hla, 2001, Pyne & Pyne, 20013, Hlaet al., 2001) sind im ZNS und
in peripheren Organen exprimiert, und S1P-Wirkungen an diesen Rezeptoren regulieren viele
bi ol ogi sche sowie kardiovaskuldre Prozesse, wie z.B. Pléttchenaggregation (Y atomi et al., 1995+1997),
Protektion des Endothels vor Apoptose (Hisano et al., 1999, Kwon et al., 2001), Angiogenese (Lee et
al., 1999a, Wang et al., 1999), negative Chronotropie (Himmel et al., 2000) und kardiale Entwicklung
(Kuppermann et al., 2000) (siehe Reviews Pyne & Pyne, 2001b, Y atomi et al., 2001, Augé et al., 1999,
Goetzl et al., 2002, Huwiler et al., 2000).
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Die systematische Erstellung von gpr3-, 6- und 12-Expressionsprofilen in peripheren Organen bzw.
isolierten Zellsystemen mittels Nachweismethoden auf mRNA- (RT-PCR, Echtzeit-Tagman-PCR,
Northern Blot) und Protein-Ebene (Western Blot, Zytoimmunfluoreszenz) im Rahmen dieser Arbeit
weist eindeutig auf zusétzliche, periphere Funktionen dieser Rezeptorfamilie hin (5., S.88). Dartber
hinaus werden erstmals gpr3-, 6- und 12-Proteine mit in die Expressionsanalysen einbezogen.

Der Nachweis von gpr3-, 6- und 12-mRNA-Transkripten und Proteinen u.a. im humanen Herzen, in der
Niere (Tabelle 43, S.98), in isolierten Endothel- und Gefaldmuskelzellen (gpré deutlich schwécher)
(5.4.1., S99) und Blutplétchen (gpr3 + gprl2) (5.4.2., S.101) untermauert eine periphere,
kardiovaskulére Relevanz dieser Rezeptorfamilie, die bereits aufgrund des Liganden S1P zu vermuten
ist.

Die Studien der Gewebeverteilung werden ergénzt durch Informationen aus der LifeSpan Bioscience-
Datenbank (www.isbio.com), die ein immunhistologisches Profil des humanen Rezeptors gprl2 im
gesunden und kranken Gewebe zur Verfligung stellt, und die Befunde aus mRNA- und Protein-basierten
Analysen bestatigt. Neben der Expression im ZNS werden die stérksten gpr12-Signale in Makrophagen,
dendritischen Zellen, Endothelzellen der Herzklappen und Neutrophilen erhalten. Dartber hinaus zeigt
sich eine Prasenz im Skelettmuskel, in Mastzellen, Lymphozyten, im Lymphknoten, den Tonsillen und
dem Thymus. Es wird keine spezifische Immunférbung in renalen Glomeruli oder Kardiomyozyten
erhalten (keine Abb.).

Die Expression von gpr3, 6 und 12 in Organen bzw. isolierten Zellen desImmunsystems, wie Milz (gpr3,
6 und 12), Thymus (gpr12) und Leukozyten (gpr3 + gpr6) (Tabelle 43, S.98) kann teilweise durch eigene
Daten bestétigt werden, immunhistol ogische Untersuchungen isolierter Entziindungszellen sind jedoch
bislang nur fir gpr12 verflgbar (LifeSpan Bioscience).

Die weit gestreute Gewebe- und Organverteilung von gpr3, 6 und 12 kann mdglicherweise durch die
Présenz in ubiquitdren Zelltypen des Gefal3- und Immunsystems erklart werden, die zu relativ geringen
Anteilen in alen Organen vorkommen. In Abhangigkeit von der verwendeten Methode kann der
Nachweis dadurch verhindert sein, dal? die Nachwei sgrenze unterschritten wird. Gleichzeitig weist diese
Gewebeverteilung auf Funktionen in kardiovaskuléren Prozessen und in entziindichen Reaktionen oder
der Immunantwort hin.

Nach immunhistologischen  Untersuchungen von LifeSpan Bioscience in  humanen
Herzgewebeschnitten findet keine Expression des humanen Rezeptors gprl2 in gesunden, humanen
Kardiomyozyten statt (keine Abb.). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen aus RT-PCR-
Analysen des gpr12-Homologen in Kardiomyozyten der Ratte Uberein (5.4.3., S.101). Tatséchlich kann
der humane Rezeptor gpri2 aber per RT-PCR, Northern Blot, Tagman-PCR (Dr. Ardati, Aventis Pharma
USA, 2000) und im Western Blot im Gesamt-Herzen nachgewiesen werden (Abb.47, S.96; Abb.48B,
S.97; Tabelle 43, S.98). Da das Herz zum lberwiegenden Teil aus Kardiomyozyten besteht, muf3 der
positive Nachweis des gprl2 in diesem Organ auf die Prasenz im Gefal3system oder verbleibenden Blut-
und Entziindungszellen zurtickzuf Uhren sein. Der Vergleich mit dem gpr12 Ratten-Homologen, dasauch
per RT-PCR im Gesamt-Herenz detektierbar ist (5.4.3., S.101), deutet darauf hin, dald sich die
Gewebeverteilung im Herzen in beiden Spezies nicht unterscheidet.
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rgpr3 kann, dhnlich wie rgprl12, nicht per RT-PCR in Ratten-Kardiomyozyten detektiert werden (5.4.3.,
S.101). Dader Nachweis desrgpr3 in Gesamt-Herz-cDNA der Ratte gelingt, und auch der humane gpr3
im Herzen mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden kann (Tabelle 43, S.98), ist es
wahrscheinlich, daf3 der Nachweis des gpr3 in diesem Organ ebenfalls auf die Expression im
Gefalsystem zurtickzuf Uhren ist. Die Présenz des gpr3 im humanen Gefél3system ist im Rahmen dieser
Arbeit eindeutig belegt worden (5.4.1, S.99). Untersuchungen der gpr3-Expression in Kardiomyozyten
ist bislang auf die Ratte beschrénkt.

Im Gegensatz zu gpr3 und gprl2 ist die Préasenz des Rezeptors gpr6 im humanen Gefél3system deutlich
reduziert bzw. nicht nachweisbar. Die Expression in HUVEC ist per Tagman-PCR nur schwach (1SIS
Pharmaceuticals, USA) (keine Abb.) bzw. gar nicht (Dr. Ardati, Aventis Pharma USA, 2001)
detektierbar und fuhrt auch per RT-PCR in verschiedenen RNA-Préparationen zu nur schwach
ausgepragten Signalen (Abb.50B, S.100). DNA-Sequenzanalysen belegen dennoch die spezifische
Amplifikation des gpré6 aus cDNA  dieser  Zeltypen.  Obwohl gpré  per
Zytoimmunfluoreszenzmikroskopie (6.2., S.103) eindeutig in HUVECs nachgewiesen werden kann,
liefert die Western Blot-Analyse keine reproduzierbaren Signale in Endothelzellen (vgl. Abb.40, S.89;
Abb.50A, S.100). Der Nachweis des gpr6 in glatten Gefélimuskelzellen gelingt ebenfalls per RT-PCR
(Abb.50C, S.100), nicht jedoch per Western Blot-Analyse (MusclePanel, keine Abb.). Dadie Spezifitét
des gpr6-Antikorpers eindeutig durch die Abséttigung mit dem Peptid P9611 in HEK293-Zellen
(Abb.42B, S.91) belegt werden kann, zeigen diese Ergebnisse, dai’ die Affinitétschromatographie zwar
zur Konzentrierung und Reinigung polyklonaler Peptidantikrper geeignet ist, allerdings auch zum
Verlust der , besten” Antikérper fihren kann. Diese binden so hochaffin an das Anti-Peptid, dai sie
durch die Elution nicht wieder abgespllt werden kénnen; dariiberhinaus kénnen sich Antikorper inihrer
Potenz fur verschiedene Nachweismethoden unterscheiden (Dr. Kostenis, mundliche Angabe). Um
auszuschlief3en, dal’ hochaffine gpr6-Antikorper wahrend der affinitétschromatographischen Reinigung
verloren gegangen sind, wird die Western Blot-Analyse in priméren Endothelzellen mit dem bleed #3
der Immunisierung wiederholt; aufgrund der Vielzahl der Signale kann jedoch keine eindeutige Aussage
getroffen werden (Abb.50A, S.100).

Der Rezeptor gpr6 ist deutlich auf mRNA- und Proteinebene im humanen Herzen nachweisbar (Abb.46,
S.95; Tabelle 43, S.98). Esist jedoch unklar, ob dieser Nachweis, dhnlich wie bei den Rezeptoren gpr3
und gprl2, auf die Présenz im Gefal3system zurlickzufiihren ist, oder ob gpr6 zusétzlich in der
Kardiomyozyte exprimiert wird. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es hierzu keine Daten in der LifeSpan
Bioscience-Datenbank. Das gpr6 Ratten-Homologe kann in dieser Arbeit weder in Ratten-Herz-cDNA
noch in Ratten-Kardiomyozyten-cDNA nachgewiesen werden (5.4.3., S.101). Dieses Ergebnis konnte
darauf hindeuten, daf? fir den humanen und den Ratten-gpr6 ein unterschiedliches Expressionsprofil
vorliegt. Es existieren mehrere Beispiele dafiir, dal3 Nager- und humane Homologe eines Gens nicht
zwangslaufig vergleichbare, physiologische Aufgaben Ubernehmen. So ist beispielsweise edg8 in der
Ratte ausschliefdlichim ZNSexprimiert (Im et al., 2000), beim M enschen dagegen auch in der Peripherie
(Imet al., 2001a).
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edg2-, edg4-, edg6- und edg7-mRNA ist in humanen Blutpléttchen detektiert worden, und sowohl LPA
als auch S1P induzieren edg-vermittelt die intrazellulare Ca2*-Mobilisierung in Blutplattchen und die
Plattchenaggregation (Motohashi et al., 2000). Das bioaktive Lipid S1P wird des weiteren aus
aktivierten Blutpléttchen sezerniert (Igarashi & Yatomi, 1998, Yatomi et al., 2001) und Ubernimmt
lokale, auto- und parakrine Funktionen auf Blutpléttchen, Endothelzellen und glatten
Gefalimuskel zellen Uber dort exprimierte edg-Rezeptoren (Abb.66, S.137). Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen die Présenz von gpr3 und gprl2 in Proteinpréaparationen humaner Blutpléttchen (5.4.2., S.101)
und liefern damit Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung dieser Rezeptoren an der
Blutgerinnungskaskade.

Neben kardiovaskul éren S1P-Effekten werden Lysophospholipide, und u.a. auch S1P, mit einer Vielzahl
immunologischer Prozesse in Verbindung gebracht (Grdler & Goetzl, 2002). HornuB3 et al., 2001
beschreiben die Expression von edgl, edg2, edg4, edg7 und, schwécher ausgeprégt edg3, in humanen
aveolaren Makrophagen und beobachten die funktionelle O5™-Bildung nach Stimulation dieser Zellen
mit LPA und S1P. S1P wird ebenfalls nach IgE-Stimulation aus Mastzellen sezerniert (Prieschl et al.,
1999) und Idzko et al., 2002 belegen, dal? S1P chemotaktisch auf dendritische Zellen und modulierend
auf die Zytokin-Freisetzungen aus Lymphozyten wirkt. Des weiteren sind Lysophospholipid-Spiegel in
entztindlichen Geweben erhoht (Mukami et al., 1997). Die Ergebnisse der Arbeit von Mandala et a!.,
2000 weisen darauf hin, da S1P immunsuppressive Effekte hat: Die Substanz FTY720 wird
bei spielsweise durch die SPHK phaosphoryliert, wirkt in dieser Form als S1P-Agonist und eignet sich zur
Behandlung chronischer Autoimmunkrankheiten (Brinkmann et al., 2002, Okazaki et al., 2002).

Da der Rezeptor gprl2 u.a. auch in dendritischen Zellen, neutrophilen Granulozyten, Makrophagen,
Mastzellen und Leukozyten exprimiert wird (LifeSpan Bioscience), kann vermutet werden, daf? gprl2
insgsamt immunmodulierende Wirkungen tber S1P vermittelt. Auch gpr3 und gpr6 konnen in der Milz
im Thymus und in Leukozyten (Tabelle 43, S.98) nachgewiesen werden, immunhistologische
Untersuchungen weiterer isolierter Entziindungszellen sind jedoch bislang nicht verfligbar.

Ross, 1999 beschreibt die Entwicklung atherosklerotischer Plagues bis hin zur Ischdmie as einen
chronisch entziindlichen Prozef3: Eine Verletzung des Endothels fordert die Einwanderung von
Immunzellen in die Gefal3wand und die Proliferation der glatten Gefal3muskulatur (Ross & Glomset,
1973, Spyridopoulus & Andrés, 1998, Taub & Berk, 1998). Mehrere Arbeiten deuten darauf hin, daf3
S1P in diesen Prozel involviert ist und die Proliferation der glatten Gefémuskelzellen Uber dort
exprimierte edg-Rezeptoren reguliert (Kluk & Hla, 2001, Tamamaet al., 2001).

Den S1P-edg-Rezeptoren kommt somit eine zentral e Bedeutung in der Atherogenese zu, und hier greifen
Herz-Kreislauf-Forschung und Immunologie eindeutig ineinander. Die Expression des gprl2 in
zentralen Zelltypen der Immunantwort (Lifespan Bioscience) sowie im Endothel und in glatten
GefalBmuskelzellen (Abb.51, S.100) liefert Hinweise auf eine physiologische Funktion im humanen
Gefadsystem und moglicherweise eine Relevanz dieses Rezeptors in der Atherosklerose.
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Abb.66 Wirkmechanismus von S1P im Gefiifisystem. Nach Sekretion aus Blutplittchen wirkt S1P iiber
S1P-Rezeptoren (edgl, edg3) auf Endothelzellen, glatte Gefifimuskelzellen (edg5) und auch autokrin
auf Blutpldttchen selbst (aus: Yatomi et al., 2001).

Die RNA-Chip-Hybridisierung (Labor Dr. Ivashchenko und Dr. Margerie, Aventis Pharma, DG Herz-
Kreidauf, 2001, unveréffentlicht) im Rahmen der Expressionsanalysen im endothelialen Scherstress-
Funktionsmodell (keine Abb.) fiihrt zu dem falschen Ergebnis, daf? gpr3 und gprl2 in HUVECs weder
exprimiert noch reguliert sind, wahrend die Western Blot-Analyse zu einer gegenteiligen Aussage fihrt
(5.4.1, S99; 6.3, S.104). Auch in einem RNA-Chip-Experiment, das regulierte Gene in TNFa-
behandelten HUVECs untersucht (Dr. Ivashchenko, Aventis Pharma, DG Herz-Kreislauf, 2001,
unverdffentlicht) liegen gpr3, 6 und 12 unterhalb der Nachweisgrenze (keine Abb.).

Der Vergleich zeigt, dalk insbesondere bei niedrig exprimierten Genen, wie z.B. den meisten GPCRs (Dr.
Kostenis, mundliche Auskunft) das Ergebnis in Abhéngigkeit von der verwendeten Methode sehr
unterschiedlich ausfallen kann. Probenqualitét, Probenaufbereitung, Nachweisgrenze und nicht zuletzt
die Spezifitat und Sensititvitdt der verwendeten Sonden (DIG-RNA-Sonde, Peptidantikdrper, primer-
Paar etc.) bestimmt den Erfolg einer Nachweismethode.

Da das Protein letztendlich fur die Vermittlung eines zelluléren Effektes verantwortlich ist, ist der
Nachweis gering exprimierter Gene auf der Proteinebene die Methode mit der hdchsten Aussagekraft.
Das erfordert alerdings die zeit- und arbeitsaufwendige sowie teure Entwicklung spezifischer
Antikorper.
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3.2. Hinweise auf in vivo-Krankheitsrelevanz

Die Ergebnisse des erstellten Expressionsprofils sind die Basis, den Rezeptoren gpr3, 6 und 12 eine
physiologische bzw. pathophysiologische Funktion - insbesondere im Herz-Kreidauf-System -
zuzuordnen. Dieser Prozed der , Target Validierung* nutzt verschiedene Techniken, z.B. Gen-Chip-
Analysen, Antisense-Technologie, neutralisierende Antikorper, Knockout- oder transgene Mause, um
einen Zusammenhang zwischen einem Gen (= target) und einem Krankheitsgeschehen (z.B. Ischdmie,
endotheliale Dysfunktion, Atherosklerose etc.) zu belegen.

Kriterien fir eine Krankheitsrelevanz sind beispielsweise eine unterschiedliche Genexpression in
gesundem und kranken Gewebe, funktionelle Regulation auf RNA- und Proteinebene in zelluldren
Funktions- oder Dysfunktionsmodellen (z.B. Scherstresss oder Hypoxie-Modelle) oder die
Untersuchungen in Tiermodellen (z.B. hypertensive Ratten, ApoE-K nockoutmause etc.).

Das sogenannte ,, Rheostat-Modell“ beschreibt das feinregulierte Gleichgewicht zwischen Proliferation
und Apoptose von Endothelzellen durch intrazellulére S1P- und Ceramid-Spiegel (siehe Review Pyne
& Pyne, 2000b). Mandala et al., 2000 zeigen, dal’ die Erhthung des intrazelluléren S1P-Spiegels durch
Uberexpression der SPHK oder durch Agonist-Stimulation die Endothelzell-Proliferation stimuliert,
wahrend eine Uberexpression der S1P-Phosphatase das Gleichgewicht in Richtung des Apoptose-
Induktors Ceramid verschiebt.

Fur einige edg-Rezeptoren ist bekannt, dal? sie das Auftreten von Apoptosen im Endothel verhindern
kénnen und insofern protektive Wirkungen auf das Endothel ausiiben (Hisano et al., 1999, Kwon et al.,
2001). Aventis-interne Ergebnisse zeigen, dal? edgl und edg5 ASO-Experimente in HUVECS eine
statistisch signifikante Zunahme von Apoptosen, basierend auf DNA-Fragmentierung und Caspase-
Aktivierung, bewirken, und dal3 die kombinierte Ausschaltung der Gene edgl/edg5 den Apoptose-
induzierenden Effekt verstarkt (Dr. Huber, Aventis Pharma, DG Herz-Kreislauf, 2000, unpubliziert).

Die laminare Schubspannng des flief3enden Blutes, der sogenannte Scherstress, wird als einer der
wichtigsten atheroprotektiven Faktoren im Gefél3system verstanden. Wie in Abb.67, S.139 dargestellt,
wirkt der physiologische Blutstrom anti-thrombotisch, hemmt Zellmigration und -wachstum von
Endothel- und glatten Gefal3muskelzellen und bt insgesamt einen Schutzeffekt auf dasintakte Endothel
aus. Storungen des laminaren Blutstroms (z.B. durch Verletzungen des Endothels) fihren dagegen zur
Schéadigung der Gefalwand und langfristig zur Atherosklerose (Taub & Berk, 1998, Ross & Glomset,
1973). Die endothelidle und glatte Gefélimuskel-Dysfunktion wird als das friheste Stadium der
Atherogenese angesehen (Ross & Glomset, 1973, Rossig et al., 2001, Celermajer, 1997, Spyridopoul os
& Andrés, 1998).

Mehrere Gene wurden bislang identifiziert, die unter Scherstress in Endothelzellen reguliert sind und
physiol ogische Schutzfunktionen wahrnehmen: Die eNOS (Daviset al., 2001), die NADH-Oxidase (De
Keulenaer et al., 1998), Integrine (Urbich et al., 2000) oder edgl (Takada et al., 1997) sind nur einige
Beispiele.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dal3 gpr3, 6 und 12 im humanen Gefél3system exprimiert sind (gpré
am schwéchsten) (5.4.1., S.99) und durch S1P aktiviert werden konnen (2., S.64). Da der Rezeptor gpr3
in dem endothelialen Scherstress-Funktionsmodell in HUVECs, in Analogie zum S1P-Rezeptor edgl
(Takada et al., 1997), um den Faktor zwei hochreguliert ist, kann postuliert werden, dal3 gpr3 eine
Funktion im Endothel Gbernimmt (6.3., S.104). Ohne ASO-Experimente kann jedoch nicht eindeutig
belegt werden, ob gpr3 eine Schutzfunktion zugeordnet werden kann, oder ob die Veranderung des
Expressionsniveaus das Ergebnis einer Gegenregulation ist.

gpr3-ASO-Behandlung in HUVECsist durchgefiihrt worden; es kann jedoch keine Reduktion der gpr3-
Proteinexpression nachgewiesen werden (6.4., S.107), d.h. der eindeutige Bewels fir eine
endothel protektive Wirkung durch den Rezeptor gpr3 kann nicht erbracht werden.

A SOs gegen den Rezeptor gprl12 werden derzeit von ISIS Pharmaceuticals entwickelt und standen fir
diese Arbeit nicht zur Verfligung.
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Abb.67 Atheroprotektive Effekte von Scherstress auf Endothelzellen. Angll: Angiotensin II, MCP-1:
Monozyten Chemotaktisches Protein-1, NO: Stickstoffmonoxyd, PDGF: Pldttchen-aktivierender Faktor,
PGlI5: Prostacyclin, TGF-f3: Transformierender Wachstumsfaktor-f3, tPA: Gewebe Plasminogen-Aktiva-
tor, VCAM-1: Gefifszell-Adhdsionsmolekiil -1 (aus: Traub & Berk, 1998).
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Weitere Hinweise auf eine in vivo-Krankheitsrelevanz des Rezeptors gprl2 ergeben sich aus
immunhistologischen Untersuchungen kardiovaskulérer Erkrankungen (Atherosklerose, Diabetes,
Herzversagen, Herzinfarkt, Bluthochdruck) durch LifeSpan Bioscience.

So zeigt sich an Kalzifizierungen und Makrophagen atherosklerotischer Koronararterien eine gering
erhohte gpril2-Expression; glatte Gefélimuskelzellen und atherosklerotische Plagues sind jedoch
unaufféllig. Diabetes-Patienten zeigen eine tendenzielle Hochregulation des Rezeptors gprl2 in
Kardiomyozyten, verglichen mit gesunden Herzen. Kardiomyozyten bel Patienten mit Herzversagen
zeigen keinen Unterschied zu gesunden Herzen, jedoch wird in Kardiomyozyten in direkter
Nachbarschaft zu Infarkt-Arealen stérkere gprl2-Présenz beobachtet. In Nierengewebe von Diabetes-
Patienten wird eine gering hochregulierte Expression des gprl2 in den Sammelrohren, jedoch in keinem
anderen Zelltyp gefunden. Hypertensive Nieren weisen eine leicht verstérkte Anhaufung des gpri2 in
den proximalen, gewundenen Nierenkand chen auf.

Die eindeutige Zuordnung von gpr3, 6 und 12 zu einer physiologischen Funktion bzw. einer
manifestierten Krankheit ist im Rahmen dieser Arbeit aufgrund des Fehlens spezifischer gpr3-, 6- und
12-ASOs, spezifischer Agonisten, Antagonisten bzw. inverser Agonisten nicht moglich.

Die bekannten Wirkungen des bioaktiven Lipids S1P sowie die nachgewiesene Présenz von gpr3, 6 und
12 in Herz und Niere sowie im Geféal3- und Immunsystem (insbesondere gprl2) impliziert allerdings
relevante Effekte im Herz-Kreidlauf-System hinsichtlich der Entwicklung von Atherosklerose und
Ischamie.
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VI  Weiterfiihrende Aspekte und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit identifizieren die humanen Rezeptoren gpr3, 6 und 12 als
weitere Mitglieder einer kontinuierlich wachsenden GPCR-Lipidrezeptorfamilie. Aufbauend auf
bi oinformatischen Informationen und Literaturdaten (Eggerickx et al., 1995) werden die modulierenden
Eigenschaften der Lipide S1P und DHS1P entdeckt und mittels funktioneller second messenger-Assays
in HEK293-Zellen charakterisiert. Nach dem aktuellen Wissensstand lassen sich die drei Rezeptoren
weder durch ihre Aktivatoren (S1P und DHS1P), die ECgy-Werte gegenliber diesen Lipiden, die
potenzierende Wirkung von Suramin noch Uber ihre Signaltransduktionswege signifikant unterschei den.
Spezifische Agonisten, Antagonisten bzw. inverse Agonisten hétten eine weitere funktionelle
Charakterisierung ermdglicht; die entsprechenden Substanzen sind jedoch derzeit noch nicht verfligbar.
Weitere Untersuchungen kénnten die spezifischen Bindung von S1P und DHS1P an gpr3, 6 oder 12
beinhalten. Eine stabile gpr3-Zelllinie ist im Rahmen dieser Arbeit hergestellt worden, und die
Verdrangung von [3H]S1P durch S1P an Membranen dieser Zellen konnte zur Quantifizierung der
Bindung verwendet werden. Da die stabile Uberexpression des konstitutiv aktiven Rezeptors gpr3
prinzipiell moglichist, kdnnten in anal oger Weise stabile gpr6- und gpr12-Zelllinien hergestel It werden.
Eine weitere Mdéglichkeit zur funktionellen Charakterisierung von GPCRs ist die Untersuchung der
Ligand-induzierten ~ G-Protein-Akivierung  Uber die [3°S|GTPgS-Bindung;  entsprechende
Untersuchungen kénnten wiederum mit der stabilen gpr3-Zelllinie durchgeftihrt werden.

Das Lipid LPA ist tendenziell in der Lage, gpr3-spezifische Signale in FLIPR/Ca?*- und cCAMP-Assays
in HEK293-Zellen zu induzieren, jedoch gegenlber einem dramatisch hohen, endogenen LPA-
Hintergrund in diesen Zellen. Da zahlireiche Beispiele daflir existieren, daf3 Lipid-GPCRs durch mehrere
Lipide aktiviert werden kdnnen, besteht ein moglicher experimenteller Ansatz darin, die LPA-induzierte
Signaltransduktion von gpr3, 6 und 12 in einem Zellsystem mit einem geringeren endogenen LPA-
Hintergrund zu Uberprifen. Mammalische Rh7777- oder Insekten-Sf9-Zellen wéren hierfir
héchstwahrscheinlich geeignet.

Die Kreation eines Fusionskonstruktes mit einem PTX-insensitiven Ga;-Protein, wie sie McAllister et
al., 2000 beschreiben, ware eine Alternative hierzu. Es wird vermutet, dal? dieser Ansatz die nahezu
hintergrundfreie Charakterisierung der gpr3-, 6- und 12-vermittelten Signaltransduktion zul &3t.

Esist weiterhin unklar, ob die beobachtete konstitutive Akivitét von gpr3, 6 und 12 in HEK293-Zellen
auf die Rezeptor-Physiologie oder auf das Fehlen eines Regulatorproteins zurlickzufiihren ist. Die
basale, Agonist-unabhangige Internalisierung von gpr6-GFP und den endogenen Rezeptoren wird als
Folge der konstitutiven Signaltransduktion interpretiert, und eine mogliche Strategie zur Kl&rung dieser
Frage besteht in der Analyse der Rezeptor-L okalisation nach Behandlung mit einem inversen Agonisten.
Diese sind bereits mehrfach zur Untersuchungen von konstitutiver Aktivitét in vitro und in vivo
eingesetzt worden und wéren wertvolle Werkzeuge zur Klarung dieser interessanten Fragestellung.
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Ein weiterer Aspekt ist die Identifikation putativer Regulatorproteine in vivo. ,Yeast Two Hybrid"-
Systeme liefern verléldliche Aussagen Uber Protein-Interaktionspartner in einem Zellsystem, und
Ergebnisse dieses Ansatzes konnten nicht nur Regulatorproteine, sondern moglicherweise auch andere
GPCRs, die funktionelle Heterodimere mit gpr3, 6 oder 12 ausbilden, offenbaren.

Ebenso ist noch offen, ob die Kopplung an verschiedene G-Protein-Klassen (Ga; und Gag) in HEK293-
Zdllen in vivo bestétigt werden kann.

Die in dieser Arbeit erstellten Expressionsprofile von gpr3, 6 und 12 zeigen neben der Expression im
ZNS die Prasenz in Herz und Niere sowie in isolierten Endothel- und glatten Muskelzellen des
Gefél3systems. Da dem Lipid S1P als physiologischer Ligand der edg-Familie bereits vielféltige
Wirkungen im Herz-Kreid auf-System zugeordnet werden konnten (z.B. Pléttchenaggregation, negative
Chronotropie, Protektion des Endothels etc.), bestdrkt das Expressionsmuster die Herz-Kreidauf-
Relevanz von gpr3, 6 und 12, die bereits aufgrund des Liganden vermutet wurde.

Es ist ein wesentlicher Schwerpunkt zukinftiger Studien, diesen fir die Herz-Kreislauf-Forschung
interessanten Rezeptoren eine physiologische bzw. pathophysiologische Funktion zuzuordnen. Ansétze
hierfir finden sich in der Hochregulation von gpr3 in einem endothelialen Funktionsmodell. Es ist
jedoch unklar, ob diese Regulation auf eine Schutzfunktion im Endothel oder auf eine Gegenregulation
zurtickzufihren ist.

Im Zuge endothelialer Dysfunktion, bzw. nach der Ruptur eines atherasklerotischen Plaques im GefaR,
ist die glatte Gefal3muskulatur direkt dem pulsierenden Blutstrom ausgesetzt und beginnt infolgedessen
zu proliferieren. Eine gefahrliche Verdickung der Geféwand an dieser Stelle und die Reduktion des
Geféallumens sind die Folge. Es ist eine interessante Frage, ob gpr3, 6 und 12 in einem endothelialen
Dysfunktionsmodell, in dem glatte Gefal3muskelzellen unphysiologischem Scherstress ausgesetzt
werden, reguliert sind.

Aufgrund Uberlappender Expressionsprofile der S1P-edg-Rezeptoren und gpr3, 6 und 12 in Herz-
Kreidauf-relevanten Geweben und Zelllinien sowie redundanter Signaltransduktionskaskaden ist es
momentan nicht moglich, die Funktionen einzelner S1P-Rezeptoren exakt zu bestimmen. Zentraler
Bestandteil zukinfiger Forschungsarbeiten bildet daher die Zuordnung spezifischer Funktionen zu den
einzelnen Rezeptoren. Die selektive Ausschaltung von gpr3, 6 und 12 in Primérzellen bzw. in vivo
mittel s Antisense-Oligonukleotid (A SO)-Technol ogie oder neutralisierenden Antikorpernist hierfir das
Mittel der Wahl. ASOs gegen den Rezeptor gpr3 sind in der vorliegenden Arbeit getestet worden, eine
Reduktion des gpr3-Proteinniveaus kann jedoch nicht nachgewiesen werden.

Es ist eine interessante Frage, ob sich gpr6- und gpr12-ASOs anders verhalten. Untersuchungen von
gpr3-, 6- und 12-Uberexpressions- bzw. knock-out-M&usen (Aventis Pharma, USA) hinsichtlich von ex
vivo-V ersuchen konnten in diese Arbeit mit einbezogen werden.
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VII Anhang
1. Abkiirzungsverzeichnis
Nicht angegebene Abkirzungen fur physikalische Gréf3en und deren Einheiten entsprechend dem Sl-
System.
Acc. Nr. Nummer in der Genbank (engl.: accession number)
Amp Ampicillin
AP Alkalische Phosphatase
ASO Antisense-Oligonukleotid
bp Basenpaar
BSA, BSA-FAF Rinderserumalbumin, Fettsdure-frei (engl.: fatty acid free)
Cam Chloramphenicol
cb, cbr Cannabinoid, Cannabinoid-Rezeptor
CHO chinese hamster ovary cells
Da Dalton
DEPC Diethylpyrocarbonat
DHS1P Dihydrosphingosin-1-Phosphat
DIG Digoxygenin
DMS Dimethylsphingosin
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsdure (eng.: desoxyriboncleic acid)
dNTPs Sammel begriff fur Desoxynukleosidtriphosphate (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP, dUTP)
DTT Dithiotreitol
E.coli Escherichia coli
edg endothelial differentiation gene
EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure
ELISA enzyme-linked-immunosorbent assay
eNOS endotheliale NO (Stickstoffmonoxid)-Synthase
ER Endoplasmatisches Retikulum
et al et dii (und andere)
EtOH Ethanol
FCS, FCSCS fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum),
aktivkohlebehandeltes FCS (engl.: charcoal stripped)
FITC Fluoresceini sothiocyanat
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FLIPR Fluorescent Imaging Plate Reader

GAPDH Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

GFP, eGFP Grun fluoreszierendes Protein (engl: (enhanced) green fluo-
rescence protein)

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GRK GPCR-Rezeptor-Kinase

HAOEC, HAoSMC

human aortic artery endothelial cells bzw. -smooth muscle
cells

HBSMC

human bronchial smooth muscle cells

HCAEC, HCASMC

human coronary arthery endothelial cells bzw. -smooth
muscle cells

HEK?293 human embryonic kidney cells

HeLa Zervixcarcinomzellen, Helen Lagrand

HEPES N-2-Hydroxyethy! pi perazin-N-2-ethansul fonséure
HIAEC human iliac artery endothelial cells

HMVEC-L, HMVEC-d

human microvascular endothelial cells lung bzw. dermal

HPAEC, HPASMC

human pulmonary arthery endothelial cells bzw. -smooth
muscle cells

HSKMC

human skeletal muscle cells

HTS

Hochdurchsatz-Screening (engl.: high throughput screening)

HUAEC, HUASMC

human umbilical artery endothelial cells bzw. -smooth
muscle cells

HUtSMC human uterine smooth muscle cells
HUVEC human umbilical vein endothelial cells
Kan Kanamycin

kb Kilobasenpaare (10° Basenpaare)

kDa Kilodalton

LB-Medium Luria-Bertani Medium

LPA Lysophosphatidsaure (engl.: lysophosphatidic acid)
mcr M elanocortin-Rezeptor

MCS multiple cloning side

M, relative Molekilmasse

NC-Membran Nitrocellulose Membran

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgel el ektrophorese

PBS phosphate buffered saline
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PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaktion)

Pen Penicillin

PLC Phospholipase C

PMA phorbol myristic acetate

PKA, PKC Protein Kinase A oder C

PTX Pertussistoxin

PVDF Polyvinyldifluorid

rb Kaninchen (engl.: rabbit)

RNA Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)

rpm Umdrehungen per minute (engl.: rounds per minute)

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler des Mittelwertes (engl.: standard error of the
mean)

SDS Sodiumdodecylsulfat (=Laurylsulfat)

S1P Sphingosin-1-Phosphat

SS Scherstress

Strep Streptomycin

TAE TRIS-Azetat-EDTA-Ldsung

TG Thapsigargin

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Units (Einheit der Enzymakivitét)

uz Ultrazentrifuge

wit Wwild Typ
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