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1 Einleitung

Zellmembranen bestehen aus einer Doppelschicht von Lipidmolekilen, die fir die meisten
Substanzen und lonen undurchlassig ist. Um dennoch einen Informationsaustausch zwischen
den extrazellularen und den intrazellularen Regionen gewahrleisten zu kénnen, stehen den
Organismen mehrere Mechanismen zur Verfligung. Neben lonenkanédlen und Transportern,
die fir einen Austausch von Substanzen oder lonen zwischen dem Zellinneren und dem
Extrazellularraum sorgen, spielen hier vor allem G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs;
G-Protein: Guanosin-bindendes-Protein) eine entscheidende Rolle.

In diesem Kapitel wird ein allgemeiner Uberblick (iber GPCRs sowie eine Einfiihrung in die
Familie der Lipidrezeptoren gegeben. Der erste Teil erlautert die generelle Struktur der GPCRs
und das Prinzip der Signaltbertragung und erklért die Bedeutung von konstitutiver Aktivitat und
orphan-GPCRs. Im zweiten Teil werden die Lipide Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und
Lysophosphatidsaure (LPA) sowie die zu Beginn dieser Arbeit bekannten Rezeptoren dieser
Lipide dargestellt.

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GPCRs finden sich in allen Organismen, bei Tieren, Pflanzen, Bakterien und beim Menschen.
Sie gehéren zur gréBten Superfamilie von membranstandigen Proteinen, die fir die
Vermittlung von diversen extrazelluldren Stimuli, wie Licht (Shichida et al., 1998), Ca®* (Ruat et
al., 1995), Gerlichen (Touhara et al., 1999), Aminosauren (Nguyen et al., 2001), Peptiden (Liu
et al., 1999), Fettsdurederivaten (Chun, 1998) und verschiedenen Polypeptidliganden
(Shetzline et al., 2002) verantwortlich sind. Generell kommt es nach Aktivierung des Rezeptors
durch einen Liganden zu Konformationsdnderungen des Proteins, wodurch im Anschluss
intrazellular G-Proteine aktiviert werden. Diese induzieren dann im Zellinneren diverse
Ereignisse, die die Zellfunktion regulieren.

Man unterteilt GPCRs nochmals in drei Untergruppen, die wiederum aus unterschiedlichen
Familien bestehen. Einen tabellarischen Uberblick mit ausgewahlten Beispielen gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Gruppierung von GPCRs anhand ihrer Struktur. Eine Gruppe beinhaltet Rezeptoren mit einer
Sequenzhomologie von mehr als 20%, die wahrscheinlich evolutiondr den gleichen Ursprung haben.
Eine Familie beinhaltet Rezeptoren mit gemeinsamen, biochemischen Eigenschaften. Modifiziert nach

Flower (1999).

Gruppe A: Rhodopsin-dhnlich

Familie | Adenosin-, Melanocortin-, Olfaktorische Rezeptoren

Familie Il Rezeptoren fiir biogene Amine (z.B. B2 Adrenozeptor)

Familie Ill Opsine und Neuropeptid-Rezeptoren von Wirbeltieren

Familie IV Opsine von Nicht-Wirbeltieren

Familie V Chemokin-, Chemotaktische-, Somatostatin-, Opioid—Rezeptoren
Familie VI Melatoninrezeptoren

Gruppe B: Calcitonin-Ahnlich

Familie | Calcitonin-, Calcitonin-like- und CRF-Rezeptoren
Familie Il PTH/PTHrP-Rezeptoren

Familie Ill Glucagon- und Sekretin-Rezeptoren

Familie IV Latrotoxin-Rezeptoren

Gruppe C: Metabotrope Glutamat-
Rezeptoren u.a.

Familie | Metabotrope Glutamat-Rezeptoren
Familie I Calcium-Rezeptoren

Familie Il GABA-B-Rezeptoren

Familie IV Putative Pheromon-Rezeptoren
Gruppe D: STE2-Pheromon-Rezeptoren
Gruppe E: STES3-Pheromon-Rezeptoren
Gruppe F: cAMP-Rezeptoren

Man kennt zur Zeit ca. 300 Sequenzen potentieller GPCRs; davon sind ca. %5 Rezeptoren mit
bekannten Liganden (hiervon binden einige Liganden an mehrere Rezeptoren), der Rest zahlt
zu den orphan-Rezeptoren (siehe Abschnitt 1.1.2), deren Liganden noch unbekannt sind.

1.1.1 Struktur von GPCRs und Signaltransduktion

GPCRs zeichnen sich durch sieben hydrophobe transmembranare o-Helices (H-I — H-VII) aus,
wobei der N-Terminus im Extrazellularraum, der C-Terminus intrazellular (im Zytoplasma)
lokalisiert ist. Diese Helices sind Uber drei extrazellulare (E-1 - E-lll) und drei intrazellulare
(C-1 = C-lll) Schleifen miteinander verbunden. Einige der strukturellen Gemeinsamkeiten auf
Aminosaureebene werden hier exemplarisch anhand des Rhodopsin-Rezeptors, dessen
dreidimensionale Struktur vor kurzem von Palczweski et al. (2000) aufgeklart worden ist,
erlautert (siehe Abbildung 1).




Einleitung

In den beiden ersten extrazellularen Schleifen (E-l und E-ll) befinden sich zwei konservierte (in
den meisten Rezeptoren vorhandene) Cysteine (Aminosaure C), die Uber die Ausbildung von
Disulfidbriicken flir die Stabilitit des Rezeptors verantwortlich sind. Eine Triplet-Sequenz
(meistens DRY, im Falle des Rhodopsin-Rezeptors ERY) befindet sich am Ende der dritten
transmembranéren Region. Diese wird mit der Interaktion mit den G-Proteinen in Verbindung
gebracht. Ein weiteres, hoch konserviertes Motiv ist das NPXXY-Motiv in H-VII. Des weiteren
treten im N-terminalen extrazellularen Bereich N-terminale Glykosylierungsseiten auf, wahrend
die Phosphorylierungs- und Palmitoylierungssequenzen in der intrazelluldaren C-terminalen
Doméane lokalisiert sind. Letztere sind stark in die Signaltransduktion sowie das
,Rezeptortrafficking“ — das Transportieren des aktivierten membranstéandigen Rezeptors ins
Zellinnere mittels Endozytose zum Abschalten des Rezeptors - involviert.

Im Gegensatz dazu ist die dritte intrazellulare Schleife (C-1ll) dafiir bekannt, starke strukturelle
Unterschiede in den verschiedenen GPCRs aufzuweisen und damit fur die Spezifitdt der G-
Protein-Aktivierung verantwortlich zu sein.

COOH-Terminus

Zytoplasma

Extrazellular-
raum

Abbildung 1: 2-dimensionale Struktur des Rhodopsin-Rezeptors. Modifiziert nach Palczewski et al.

(2000).
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Wie der Name vermuten lasst, erfolgt die Signaltransduktion, das Weiterleiten eines Signals
aus dem extrazelluléaren in den intrazellularen Raum, durch Aktivierung von G-Proteinen. Diese
verbinden den Rezeptor mit intrazellularen Effektoren. G-Proteine bestehen aus drei Unterein-
heiten, der o—, B— und der y-Untereinheit. Im Ruhezustand sind diese Untereinheiten miteinan-
der verbunden, die B/ y-Untereinheit sorgt fir die Verankerung des G-Proteins in der Membran,
die oa-Untereinheit ist an ein Guanosindiphosphat-Molekil (GDP-Molekil) gebunden
(Abbildung 2). Wird der Rezeptor von einem Liganden aktiviert, veréndert er seine
dreidimensionale Struktur. Das G-Protein assoziiert daraufhin mit dem Rezeptor, und durch die
Komplexbildung kommt es zur Aktivierung des G-Proteins: Wéhrend die B/y-Untereinheit
zusammenbleibt und direkt ihre Effekte vermittelt, kommt es bei der o—Untereinheit zunachst
zum Austausch von GDP durch Guanosintriphosphat (GTP). Diese aktivierte a-Untereinheit
schaltet im Folgenden die intrazelluldren Signaltransduktionswege an.

Zur Zeit sind sechs strukturell verschiedene B-Untereinheiten und 12 y-Untereinheiten be-
kannt; die in Abbildung 2 dargestellten Effekte der B/y—Untereinheit, wie z. B. die Aktivierung
der Phospholipase C (PLC) oder von lonenkanalen, werden jedoch keiner speziellen Isoform
zugeordnet. Demgegeniber teilen sich die o—Untereinheiten in vier Hauptklassen auf: Ga,
Goas, Gog, Gauzrs. Diese G-Protein-o-Untereinheiten werden weiter in Subklassen unterteilt -
zur Zeit sind insgesamt 16 verschiedene a-Subklassen bekannt-, auf die hier jedoch nicht im
Detail eingegangen werden soll. Das gleiche gilt fir die primar im Hirn vorhandene
Go—Untereinheit Ga, sowie Transducin, welches am Sehprozess beteiligt ist und nur
im visuellen System vorkommt. Abbildung 2 zeigt schematisch die Signaltransduktion mittels
eines GPCRs von der Aktivierung des Rezeptors bis zur intrazellularen Signaltransduktion und
zur Gentranskription im Zellkern. Die Haupteffekte der vier G-Protein-a—Untereinheiten seien
hier kurz erwahnt, weitere sind aus Abbildung 2 ablesbar. Uber Gao; wird die Hemmung der
Adenylatzyklase bewirkt. Da dieses Enzym fir die Bildung von cAMP zustandig ist, wird
hierdurch die cAMP-Konzentration gesenkt. Den entgegengesetzten Effekt hat Gos, wobei es
hier durch Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer Steigerung der cAMP-Spiegel kommt.
Nach Aktivierung von Gog erfolgt u.a. die Aktivierung von PLC-Bund anschlieBend die
Freisetzung von Diacylglycerol (DAG) und Ca®*. Gougss ist primar in Rho-vermittelte Effekte
involviert.
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Abbildung 2: Diversitdt von GPCRs. Ein breites Spektrum an Liganden (biogenen Aminen, Aminoséuren,

lonen, Lipiden, Proteinen) vermittelt seine Signale (iber GPCR- und anschlieBende G-Protein-
Aktivierung bzw. nur Uber den GPCR. Die aktivierten Signaltransduktionswege regulieren
zentrale biologische Funktionen wie Zellproliferation und Angiogenese. DAG: Diacylglycerol;
FSH: Follikel-stimulierendes Hormon; GEF: Guanin-Nukleotid Austauschfaktor; LH: Luteinisie-
rendes Hormon; LPA: Lysophosphatidsdure; PAF: Pléttchen-aggregierender Faktor; PI3K:
Phosphoinositol-3-Kinase; PKC: Proteinkinase C; PLC: Phospholipase C; S1P: Sphingosin-
1-Phosphat; TSH: Thyreotropin. Modifiziert nach Marinissen & Gutkind (2001).

Die Abschaltung der Ga-Untereinheit erfolgt durch Abspaltung eines Phosphates vom GTP.
Die an GDP gebundene Ga-Untereinheit verbindet sich dann wieder mit der B/y—Untereinheit
zum inaktiven Heterotrimer.

Welche a-Untereinheit mit welchen p/y-Untereinheiten unter welchen Umsténden ein heterotri-
meres G-Protein bildet, ist noch nicht geklart (sieche auch Hildebrandt, 1997). Aufgrund der
immensen Kombinationsméglichkeiten von verschiedenen Untereinheiten sowie der Tatsache,
dass ein Rezeptor in Abhangigkeit von Ligand oder Zelle auch in der Lage sein kann, mehrere
Go-Untereinheiten zu aktivieren, ist eine genaue Vorhersage der angeschalteten Signaltrans-
duktionswege sowie der Effekte, die ein neu entdeckter Rezeptor bewirken kann, zur Zeit so
gut wie unmdglich.

Das Abschalten eines GPCRs erfolgt zunéachst durch Phosphorylierung des Rezeptors durch
G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinasen (GRKs) und der anschlieBenden Bindung des Adap-
terproteins B-Arrestin (siehe Abbildung 3). Letzteres sorgt nicht nur fir die Entkopplung des
Rezeptors vom G-Protein, zusatzlich erméglicht die Bildung dieses Komplexes auch die Endo-
zytose des Rezeptors Uber Clathrin-Uberzogene Vesikel (Luttrell & Lefkowitz, 2002).
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Intrazellular werden die Rezeptoren dann entweder abgebaut oder nach dem Recyclingpro-
zess zuritick zur Zellmembran transportiert. Es sei erwéhnt, dass in letzter Zeit ein weiterer
Effekt des P—Arrestins beobachtet worden ist. Statt den Rezeptor abzuschalten, kann [3-
Arrestin eine zweite Signaltransduktionswelle initiieren (siehe Abbildung 3), indem es die An-
sammlung von verschiedenen MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen) organisiert
und dadurch die Aktivierung von ERK1/2 (Extrazellular regulierter Kinase) und JNK3 durch den
Rezeptor erméglicht (McDonald & Lefkowitz. 2001).
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)_ Clathrin
P Pldins(3)P ERK &ktivierung
und Endozytose JNK Aktivierung

Abbildung 3: Die Rolle des p-Arrestins. Nach Binden des Agonisten (H) an den Rezeptor kommt es zur
Dissoziation des heterotrimeren G-Proteins in eine Ga—GTP und eine Gf/y-Untereinheit, welche
den G-Protein-Effektor anschalten. Die Gp/y-Untereinheit bewirkt u.a. eine verstérkte
Phosphorylierung des mit dem Liganden besetzten Rezeptors durch die G-Protein gekoppelte
Rezeptor-Kinase (GRK2). Im Anschluss kommt es zum Binden des [-Arrestins an den
phosphorylierten Rezeptor. Hierdurch wird nicht nur der Rezeptor vom G-Protein getrennt,
sondern zusétzlich bewirkt es das Binden von Clathrin und dem Clathrin-Adapter AP2. Diese
bereiten den Rezeptor damit fir die Endozytose vor. Des weiteren kann es durch die Interaktion
des p-Arrestins mit SRC zur Aktivierung der extrazelluldr regulierten Kinase (ERK) und zur
Endozytose kommen. Bei Interaktion des f-Arrestins mit einer MAP-Kinase-Kinase (z.B. ASK1)
und c-Jun-N-terminal-Kinase 3 (JNK3) kommt es zur Anlagerung an eine MAP-Kinase (z.B.
MKK), und es erfolgt die Aktivierung des MAPKJNK3-Komplexes. Ptdins(3)P: Phosphoinositol-
3-phosphat. Modifiziert nach Rockman et al. (2002).

1.1.2 Orphan-GPCRs

Orphan-GPCRs - also Waisen der GPCR-Familie - sind Rezeptoren, deren Sequenz schon
bekannt ist und die die strukturellen Motive eines GPCRs (siehe Kapitel 1.1.1) aufweisen,
denen jedoch noch kein bestimmter physiologischer Ligand zugeordnet werden konnte.
Meistens ist die Aminosauresequenz nur zu maximal 40% identisch zu GPCRs mit bekannten
Liganden. Aus diesem Grund kann man diese Rezeptoren nicht zuverlassig schon bekannten

Rezeptorunterfamilien  zuordnen. Haufig finden sich zwischen den einzelnen
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orphan-Rezeptoren allerdings hohe Homologien, die vermuten lassen, dass es sich hierbei um
eine Unterfamilie mit einem speziellen, eventuell neuen Liganden handelt. Viele der
orphan-Rezeptoren wurden bisher nur aus expressed sequence tags (ESTs) voraus gesagt
-das sind DNA-Bruchstiicke, die beim Analysieren des Genoms auftreten und in z.T.
offentlichen Datenbanken zugénglich sind - und missen noch als Klone in voller Lange kloniert
werden. Man geht davon aus, dass nach der kompletten Analyse des humanen Genoms etwa
200-500 orphan-GPCRs identifiziert sein werden (Howard et al., 2001). Die Familie der
GPCRs und damit insbesondere der orphan-GPCRs ist von besonderem Interesse, da im
Moment ca. 50% der auf dem Markt befindlichen Medikamente an GPCRs angreifen (siehe
Abschnitt 1.1.4) und somit die Identifizierung eines Liganden fir einen orphan-GPCR die
Grundlage fur die Entwicklung neuer Arzneistoffe darstellen kénnte. Fir die Identifizierung von
Liganden (deorphaning) an orphan-Rezeptoren stehen heutzutage mehrere Moglichkeiten zur
Verflgung:

1) Weist der Rezeptor eine Homologie (ideal waren ca. 40%) zu Rezeptoren mit
bekanntem Liganden auf, wird zunachst mit diesem Liganden und strukturell &hnlichen
Substanzen gearbeitet. Dieser Ansatz flhrte u.a. zur Identifizierung des Liganden S1P
fir den S1P,-Rezeptor (edg5) und den S1P;-Rezeptor (edg3) (Okamoto et al., 1999;
An et al., 2000) aufgrund der hohen Homologie zum S1P;-Rezeptor (edg1). Hierbei
kann es allerdings auch vorkommen, dass man bei niedriger Homologie zunachst den
falschen Weg beschreitet, wie das Beispiel der Hs- und H,-Histamin-Rezeptoren zeigt.
Diese weisen nur eine ca. 20%ige Homologie zu den H;- und H,-Rezeptoren auf, alle
vier Rezeptoren haben jedoch den gleichen Liganden, das Histamin (Lovenberg et al.,
1999; Oda et al., 2000).

2) Vergleicht man die Expressionsprofile der Rezeptoren mit denen der vermeintlichen
Liganden, kénnen bei hoher Ubereinstimmung dieser Parameter Riickschliisse auf den
Liganden mdglich werden. Dies fuhrte bei den Rezeptoren RDC7 und RDC8 zur
Identifizierung als Adenosinrezeptoren (Maenhaut et al.,1990; Libert et al., 1991).

3) Gewebeextrakte kénnen in funktionellen Versuchen mit orphan-GPCRs eingesetzt
werden und die Liganden durch Fraktionierung, Aufreinigung und molekulare
Charakterisierung identifiziert werden. Als Beispiel seien hier die Liganden Nociceptin
und das Prolactin—releasing-Hormon angegeben.

4) Bekannte Liganden von GPCRs werden zuféllig an den Rezeptoren getestet, um einen
weiteren Rezeptor fir eine bekannte Substanz zu identifizieren.

Hat man den Liganden identifiziert, erfolgt in der Regel die sukzessive Charakterisierung des
Rezeptors in der Hoffnung, diesem eine Funktion zuordnen zu kénnen, welche dann u.U. neue
Ansatze in der Therapie von Krankheiten mit sich bringt.
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Ein wichtiges Werkzeug bei der Untersuchung von orphan-GPCRs stellen die verschiedenen
G-Protein-Chiméren dar. Dies sind G-Protein-Konstrukte, die in der Lage sind, Rezeptoren an
einen bestimmten Signaltransduktionsweg zu koppeln, den diese nativ nicht anschalten
kénnen. Da flur orphan-GPCRs noch keine Signaltransduktionswege bekannt sind, kann mit
Hilfe dieser G-Proteine ein fir den zu untersuchenden Rezeptor eigentlich ungeeignetes
Versuchssystem zu einem optimalen Werkzeug umgewandelt werden. So kann z.B. Goue
Rezeptoren aller Art an den Gog—Weg koppeln, Gousqamyr KOppelt selektiv Rezeptoren, die
nativ Gber Goy ihre Signale weiterleiten wirden, an den Go,-Weg (Kostenis, 2002).

1.1.3 Konstitutiv aktive GPCR’s

In Anlehnung an das “two state model”“ kénnen GPCRs spontan ohne Zugabe eines Ligan-
den zwischen einem inaktiven (R) und einem aktiven (R*) Zustand wechseln (Samama et al.,
1993; Weiss et al.,, 1996). In der aktiven Konformation R* kommt es zur Kopplung des
Rezeptors an G-Proteine und somit zu einer messbaren zellularen oder pharmakologischen
Antwort. Bei mehreren GPCRs wurde diese als konstitutive Aktivitat bezeichnete Eigenschaft
beobachtet, wenn die Rezeptoren in rekombinanten Systemen Uberexprimiert wurden
(Samama et al., 1993; van Sande et al., 1995; Kenakin, 1996; Chen et al., 2000). Sie kann
beim Screenen von GPCRs genutzt werden: Liganden, die eine gewisse Affinitdt zum
Rezeptor aufweisen, werden angewandt, um die verschiedenen Rezeptorkonformationen
neu zu verteilen. Inverse Agonisten stabilisieren den inaktiven Zustand (R), agonistische
Liganden stabilisieren bevorzugt den aktiven Zustand (R*) (Milligan et al., 1995), neutrale
Antagonisten weisen keine Praferenz fir eine bestimmte Rezeptorkonformation auf.
Interessanterweise wurden viele der bisher zu den neutralen GPCR-Antagonisten gezahlten
Substanzen in letzter Zeit als inverse Antagonisten entlarvt (McCune et al., 2000; Stevens et
al., 2000; Miserey-Lenkei et al., 2002). Neben konstitutiv aktiven Rezeptoren (CARs) wurden
viele konstitutiv aktive Mutanten hergestellt (CAMs), die den aktiven Zustand imitieren und
somit in Abwesenheit eines Liganden Signale weiterleiten (z.B. Pei et al., 1994; Jensen et
al., 2000; Stevens et al., 2000; Scheer et al., 2000; Ramsay et al., 2001; Greasley et al.,
2001; Miserey-Lenkei et al., 2002). Einige natlrlich auftretende Mutationen werden auch mit
Krankheiten wie die auf Manner limitierte verfrihte Pubertat (durch den Luteinisierenden-
Hormon-Rezeptor, Shenker et al., 1993), Schilddrisenadenom (mittels des Thyrotropin-
Rezeptors, Parma et al., 1993), Retinitis pigmentosa (durch den Rhodopsin-Rezeptor, Rao et
al., 1994) und autosomale dominante Hypocalcdmie (mittels des Ca®*-sensitiven-Rezeptors,
Brown, 1999) in Zusammenhang gebracht; einen Uberblick gibt Coughlin (1994). CAMs
wurden in den letzten Jahren auch intensiv genutzt, um Einblicke in die

Konformationsanderungen in Rezeptoren zu untersuchen, die im Anschluss an das Binden
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des Liganden am GPCR auftreten (Lefkowitz et al., 1993; Scheer & Coteccia, 1997; Leurs et
al., 1998; Pauwels & Wurch, 1998). Im Gegensatz dazu ist wenig bekannt beziiglich der
Frage, ob CAMs in der Lage sind, differentiell verschiedene Signaltransduktionskaskaden zu
regulieren. Eines der wenigen Beispiele, bei denen diese Fragestellung adressiert wurde, ist
der oyp-Adrenozeptor. Eine Cys128Phe-Mutante ist konstitutiv aktiv im Hinblick auf die Akti-
vierung der PLC-B, allerdings nicht, wenn die Aktivitat der Phospholipase A, den gemesse-
nen Endpunkt darstellt. Im Gegensatz dazu zeigt die Ala293Glu-Mutante des gleichen
Rezeptors konstitutive Aktivitat bei beiden Signaltransduktionswegen (Perez et al., 1996).
Genauso wenig ist bekannt, ob CARs, die in der Lage sind, mehrere Signal-
transduktionswege anzuschalten, diese unterschiedlich beeinflussen.

1.1.4 GPCRs in der Therapie

GPCRs stellen mehr als 50% der Zielproteine flir die sich auf dem Markt befindenden
Therapeutika dar, und mehr als ein Viertel der 100 meistverkauften Medikamente wirkt Gber
die Beeinflussung von GPCRs (Flower, 1999). Um einen Eindruck der Bedeutung von GPCRs
in der heutigen Therapie zu vermitteln, gibt Tabelle 2 einen Uberblick iiber einige ausgewéhlte
GPCRs und einige der eingesetzten Medikamente.

Tabelle 2: Ausgewihlte GPCRs und Therapeutika in der Arzneimitteltherapie.
GPCR von Therapeutika GPCR von Therapeutika
Acetylcholin  Ipratropiumbromid, Dicyclomin Leukotrien Pranlukast, Zafirlukast
Adrenalin Atenolol (B;), Clonidin (o), Opioid Buprenorphin, Morphin,
Salbutamol (B.), Doxazosin (o) Alfentanil, Butorphanol
Angiotensin  Losartan, Eprosartan, Valsartan Prostaglandin ~ Misoprostol
Dopamin Haloperidol, Metoclopramid, Serotonin Sumatriptan, Risperidon,
Risperidon, Olanzapin Buspiron, Olanzapin, Cisaprid
Histamin Dimenhydrinat, Loratadin, Ranitidin, Somatostatin ~ Octreotid
Cimetidin, Cetirizin
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Zudem konnten mehrere erbliche Krankheiten auf Mutationen in GPCRs zuriickgefiihrt
werden, die zu Fehlfunktionen in den entsprechenden Gebieten flihren (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Natiirliche Mutationen in GPCRs und die jeweiligen Krankheiten. Nach Wilson et al.
(1999).
Krankheit GPCR von
Retinitis pigmentosa Rhodopsin
Verfriihte Pubertét Luteinisierendem Hormon
Hyperfunktion der Schilddrlise Thyreotropin
X- verbundener nephrogener Diabetes Vasopressin V,

Hypocalcamie, Hypocalcurie, Hyperpararthyroidismus | Calcium

Diabetes Glucagon
Gilucocorticoidmangel Adrenocorticotropin
Fettsucht Adrenalin (Bs)
Zwergwuchs Parathyrin

Im Gebiet der Herz-Kreislauferkrankungen spielen einige GPCRs eine wichtige Rolle in der
Therapie, wobei hier nur die wichtigsten erwahnt seien:

(i) die adrenergen Rezeptoren (von denen bis dato 9 Subtypen kloniert worden sind),
(i) die Angiotensin- und Endothelin-Rezeptoren sowie
(ii) der muskarinische M,-Rezeptor.

Als neue potentielle ,Kandidaten“ fur die Entwicklung neuer Therapien in der Herz-
Kreislaufforschung werden zur Zeit der Urotensinrezeptor, der Apelinrezeptor, der
Vassopressin-V,-Rezeptor, die Urocortinrezeptoren, die Relaxinrezeptoren sowie Rezeptoren
der edg-Familie diskutiert. Auf die Rezeptoren der edg-Familie sowie deren Liganden wird im
Folgenden naher eingegangen.

1.2 Die Lipide LPA und S1P

Mitte bis Ende des 19. Jahrhunderts wurden die Lysophospholipide (LPLs) Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) und Lysophosphatidsaure (LPA; 1-Acy-2-hydroy(lyso)-sn-glycero-3-phosphat)
zusammen mit weiteren mit organischen Lésungsmitteln extrahierbaren Substanzen aus
Zellen und Geweben extrahiert.

Der erste beschriebene, von LPA induzierte physiologische Effekt, die Kontraktion des
atropinisierten Magens, stammt aus dem Jahr 1949. In dieser Veroéffentlichung von Vogt (Vogt,
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1949) wird die Substanz noch als ,Darmstoff‘ bezeichnet; als Wirkkomponente konnte Vogt
spater Acetalphosphatidsdure identifizieren. Auch wenn es sich hier nicht direkt um LPA
handelte, stellt diese Arbeit jedoch die erste dar, die die physiologische Wirkung eines
Lysophospholipides beschreibt. Erst 1978 wurden die vasopressiven Effekie eines
Sojabohnenextraktes - als Wirkstoff stellte sich LPA heraus - (Tokumura et al., 1978)
verdffentlicht. Es folgten die Untersuchungen an Platichen, die Entdeckung der
wachstumsfaktor-ahnlichen Wirkungen von LPA, und 1996 wurde der erste von insgesamt drei
Rezeptoren fur LPA kloniert (Hecht et al., 1996).

S1P wurde zunachst als ein Zwischenprodukt beim Abbau von langkettigen Sphingoidbasen
beschrieben (Stoffel, 1970). Als 1990 gezeigt werden konnte, dass S1P ein potentes
mitogenes Agens in diversen Zellarten darstellt (Zhang et al.,1990), kam die Vermutung auf,
dass S1P eine andere wichtige physiologische Rolle spielen kdnnte. Im darauffolgenden
Jahrzehnt wurde die Beteiligung von S1P bei einer Vielzahl von biologischen Prozessen
gezeigt. 1998 konnte dann der schon 1990 publizierte Rezeptor edg1 (heute S1P;) als der
erste von fiinf hochaffinen S1P-Rezeptoren identifiziert werden (Lee et al., 1998).

Wirft man einen Blick auf die Publikationen, die in den letzten Jahren auf dem
Forschungsgebiet der Phospholipide entstanden sind, wird deutlich, welche Bedeutung diese
Substanzklasse hat. Wahrend im Jahr 1993 noch etwa 5 Verdffentlichungen zu registrieren
waren, ist diese Zahl im Jahre 1999 bis auf 150 mit noch immer steigender Tendenz
angestiegen. Da noch viele Fragen offen sind, wird sicher auch in Zukunft das Interesse an
diesen Substanzen weiterhin bestehen bleiben.

1.2.1 Struktur, Vorkommen sowie Bildung und Abbau

Sowohl S1P als auch LPA weisen als Vertreter der Lysophospholipide (LPL) eine amphipati-
sche Struktur auf. Wahrend LPA ein Glycerinriickgrat (Glycerolipid) hat und damit zu der gré-
Beren Gruppe der LPLs gehdrt, tritt bei S1P eine Sphingosinstruktur an die Stelle des Glyce-
rins (Sphingolipid) (Abbildung 4). Beiden ist jedoch die lange hydrophobe Kette mit einer
Doppelbindung gemeinsam, wobei letztere beim S1P keine Rolle zu spielen scheint, da das
dihydroS1P (dhS1P), dem eben diese Doppelbindung fehlt, identische Wirkungen aufweist wie
das S1P selbst.

Die Konzentration von LPA im Serum liegt zwischen 1-10 pyM, wahrend die normalen
Konzentrationen im Plasma deutlich geringer sind. Dies unterstitzt die These, dass Plattchen,
die ihre Produkte in das Serum abgeben, die Hauptquelle von LPA darstellen (Eichholtz et al.,
1993). Makrophagen, einige weitere Leukozytenarten, Epithelzellen, Ovarialkarzinome und
einige andere Tumoren sind zusatzlich in der Lage, LPA zu produzieren. Dadurch kann es zu
sehr hohen intrazelluldren- und Plasmakonzentrationen (bis zu 50 uM bei einigen inflammato-
rischen und neoplastischen Krankheiten) kommen. Durch hohe Albumin- (Kp = 350 nM) und
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Gelsolinbindung (Kp = 6-7 nM) wird die Zulieferung zu den Zellen und die effektive Potenz des
LPA verstarkt (Goetzl et al., 2000). Interessanterweise ist LPA auch ein Bestandteil des
oxidierten Low-density-Lipoprotein, dem ,schlechten“ Teil der cholesterinenthaltenden
Lipoproteine (Siess et al., 1999).

S1P kommt im Serum in einer Konzentration von 400-500 nM vor, im Plasma ist die
Konzentration etwa halb so groB. S1P wird in Platichen gespeichert und aus diesen
freigesetzt, sobald diese aktiviert werden. Es kann jedoch auch in vielen verschiedenen
Zelltypen synthetisiert werden, wenn diese von extrazellularen Stimulantien wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen aktiviert werden.

Sphingosin-t Phosphat (S1P)

0 @

I H NH3
eJOMF\L‘':’\)'I\/%/\/\A/\/\/\/

OH /-

HO H

Lysophosphatidséaure (LPA)

Abbildung 4: Strukturformel von S1P und LPA

LPA und S1P kénnen beide in Zellen biosynthetisiert werden, entweder de novo oder als
Reaktion auf einen Stimulus durch Freisetzung aus den jeweiligen Glycerolipiden und
Phospholipiden und der darauffolgenden enzymatischen Konversion. Der zweite Weg wird als
die Hauptquelle von freiem und freigesetztem LPA und S1P angesehen.

Die intrazellulare metabolische de-novo-Synthese von LPA besteht aus der Reaktion eines aus
Glucose gewonnenem Dihydroxyacetonphosphat mit einem Fettsédure-CoA (Coenzym A) Uber
einige NADH- oder NADPH-abhéangige Schritte. Allerdings wird der GroBteil des freigesetzten
LPA in Mikrovesikeln von Membranen stimulierter Zellen (Plattchen, Leukozyten oder anderen;
Meyer zu Heringdorf et al., 1997) produziert. Die Kombination mehrerer Enzyme
(Sphingomyelinasen, Phospholipasen und Diacylglycerolkinase (DAGK)) fuhrt zu hohen Kon-
zentrationen von Phosphatidsaure (PA) in den Mikrovesikeln (siehe Abbildung 5). Phospholi-
pase A, (PLA,) konvertiert PA zu LPA, welches dann in die extrazellularen Flissigkeiten abge-
geben werden kann. Zellmembranen enthalten nur geringe Mengen an freiem LPA,
wahrscheinlich da dieses schnell wieder in PA umgewandelt wird. Extrazellulares und zy-
toplasmatisches LPA wird von membranstandigen Enzymen abgebaut (Fourcade et al., 1995).
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Plattchen + Thrombin, Kollagen
Plattchen + S.areus o Toxin
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Abbildung 5: Biosynthesewege von LPA. PL: Phospholipide; sPLA2: Kleine PhospholipaseAs;
PLC: Phospholipase C; PLD: Phospholipase D; DAGK: Diacylglycerolkinase. Modifiziert nach
Goetzel et al. (1997).

Die Schritte, die zur Bildung von S1P flihren, dhneln im groBen und ganzen denen des LPA,
jedoch ist mehr Gber die zellulare Kompartimentierung der einzelnen Teilschritte des
Prozesses bekannt (Spiegel & Milstien, 1995; Spiegel & Merill, 1996). Der initiale intrazellulare
Schritt der de-novo-Biosynthese von Sphingoiden basiert auf der Kondensation von Fettsaure-
CoA und Serin unter Bildung eines 3-Ketosphinganins. Dieses wird reduziert und in
Dihydroceramid umgewandelt. Alle diese Schritte finden im endoplasmatischen Reticulum
statt. Der Bildung von Sphingosin (Sph) und S1P aus gespeichertem Sphingomyelin (die
Grundbausteine der Membranen) kommt eine weitaus gréBere Bedeutung zu (siehe Abbildung
6). Der Abbau von Sphingomyelin durch verschiedene Sphingomyelinasen erfolgt in erster
Linie in Lysosom- und Endosommembranen und in der Plasmamembran. Hier findet auch
primar die Umwandlung von dem durch die Sphingomyelinasen gewonnenem Ceramid zu Sph
mittels Ceramidasen statt. Demgegeniber ist die Aktivitdt des Enzyms Sphingosinkinase,
welches fir die darauffolgende Bildung von S1P aus Sph zustandig ist, im endoplasmatischen
Retikulum am gr6Bten. Fir den Abbau des S1P ist in erster Linie eine spezifische Lyase
verantwortlich, die wiederum im endoplasmatischen Retikulum S1P spaltet. Ein weiterer Weg,
die Konzentration von S1P zu verringern, fiihrt Gber die enzymatische Umsetzung von S1P zu
Sph mittles Phosphatasen, die allerdings nicht S1P-spezifisch agieren.
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Abbildung 6: Biosynthese von S1P; D-MAPP: D-Erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyipropanol.
Modifiziert nach Pyne & Pyne (2000b).

Das Zusammenspiel zwischen Sphingosinkinase und S1P-Lyase bestimmt somit die
Konzentration von S1P und sorgt dafiir, dass ein Gleichgewicht zwischen Ceramid und S1P
aufrechterhalten wird. Diese dynamische Balance zwischen Ceramid und Sph sowie S1P
kénnte ein entscheidender Faktor bei der Bestimmung des Zellschicksals sein: Wahrend
Ceramid und Sph das Zellwachstum stoppen, unterstiitzt S1P sowohl die Zellproliferation als
auch das Zelliberleben.

1.2.2 Zellulare und physiologische Effekte

LPA und S1P haben in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da sie
Einfluss auf viele wichtige biologische Funktionen nehmen (Moolenaar et al., 1997; Pyne &
Pyne, 2000b; Morris, 1999; Lynch & Im, 1999) und regelmaBig neue Wirkungen der
Lysophospholipide beschrieben werden.

Zu den biologischen Antworten, die LPA hervorrufen kann, gehéren die Plattchen-Aggregation
(Jalink et al., 1994; Siess et al., 1999; Gueguen et al., 1999), die Kontraktion glatter
Muskelzellen (Tokumura et al., 1980), vasoaktive Effekte in vivo (Tokumura et al., 1995),
Chemotaxis (Jalink et al., 1993), die Expression von Adhasionsmolekilen (Lee et al., 1998a;
Rizza et al., 1999), die erhdhte Permeabilitét der Verbindungsstellen von Endothelzellen an der
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apikalen Seite (Schulze et al., 1997) und die Induktion von Stressfasern (Gohla et al., 1998),
um nur einige zu nennen. Einen Uberblick gibt Moolenaar et al. (1997). Die biochemischen
Signaltransduktionswege, die die beschriebenen Effekte von LPA vermitteln, sind u.a. die
Stimulation von Phospholipasen, die Mobilisation von intrazellularem Calcium, die Hemmung
der Adenylatzyklase, die Aktivierung von Phosphatidylinositol-3-Kinasen sowie der Ras-Raf-
MAP-Kaskade und die Stimulation der Rho-GTPasen (Moolenaar et al., 1997). LPA wird mit
der Induktion von endothelialer Dysfunktion und Atherogenese sowie mit Mikroentziindungen
in Verbindung gebracht. Die vasoaktiven Effekte von LPA sind schon sehr frih (Ende der
siebziger Jahre) beschrieben worden, wahrend die Wirkungen auf die embryonale Entwicklung
sowie eine eventuelle Verbindung zu Brustkrebs und Ovarialkarzinomen erst vor einigen
Jahren bekannt geworden sind. Die wachstumsfaktoréhnlichen Effekte von LPA bei der
Wundheilung sind bis heute nur in vitro beschrieben worden, aber auch hier liegt eine
physiologische Relevanz der in-vitro-Effekte nahe. Einen Uberblick lber die Wirkungen von
LPA gibt Tigyi et al. (2001).

S1P wird insbesondere mit der Beeinflussung der Zellbeweglichkeit (Hla et al., 1999; Hobson
et al., 2001), der Induktion von oder dem Schutz vor Apoptose (programmiertem Zelltod)
(Hisano et al., 1999; Kwon et al., 2001), der Angiogenese in vitro und in vivo (Lee et al.,
1999a), Tumor-Invasion (Sadahira et al., 1992; Stam et al., 1998), der Plattchen-Aktivierung
(Yatomi et al., 1995) und der Retraktion von Neuronen (Postma et al., 1996) in Verbindung
gebracht. Auf zelluldarer Ebene bewirkt S1P u.a. die Aktivierung der PLC-B und die
darauffolgende Freisetzung von intrazellularem Ca2*+ (Kon et al., 1999; Ancellin and Hla,
1999), die Aktivierung des MAP-Kinasen-Signaltransduktionsweges (An et al., 2000), die
Stimulation des einwarts rektifizierenden K+-Kanals (Van Koppen et al., 1996; Himmel et al.,
2000) sowie die Hemmung oder Stimulation der Adenylatzyklase (Kon et al.,1999). Einen
Uberblick Giber die bei der Vermittlung der S1P-Effekte involvierten Signaltransduktionswege ist
bei Pyne & Pyne (2000b) zu finden. Auch die Krankheiten, mit denen S1P in Verbindung
gebracht wird, sind vielfaltig, und es kommen immer wieder neue Beobachtungen hinzu: Eine
Schlusselfunktion von S1P ist die Angiogenese (die Bildung neuer BlutgefaBe), zu der mehrere
Untersuchungen durchgefiihrt wurden (Wang et al., 1999a; Lee et al., 1999a; Lee et al.,
1999b). Diese spielt u.a. in der Herz-Kreislaufforschung eine wichtige Rolle. Auf dem Gebiet
der Entziindungen scheint S1P ebenfalls von Relevanz zu sein (Panetti et al., 2001), da es u.a.
die Migration der Leukozyten beeinflusst. Die in Abhangigkeit vom Zelltyp auftretenden
proliferativen oder antiproliferativen Effekte von S1P kdnnten zudem bei der Frage der
Krebsentwicklung eine Rolle spielen (Goetzl et al., 1999; Wang et al., 1999b).

Die meisten der beschriebenen Effekte von LPA und S1P sind allerdings derzeit noch nicht
soweit untersucht, dass schon von einer klinischen Relevanz gesprochen werden kann. Er-
hohte Spiegel von LPA, S1P und verwandten Substanzen konnten jedoch bei drei pathologi-
schen Zustanden beobachtet werden: Akuten Lungenkrankheiten, Verletzung von Oberfla-
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chenendothelzellen durch Erfrierungen oder Verbrennungen sowie bei verschiedenen Mela-
nomen und Ovarialkarzinomen. Existierende Tiermodelle werden hier weitere Aufklarung
liefern. Als relativ gesichert gilt jedoch, dass LPA - Plasmakonzentrationen von LPA steigen
dramatisch bei Ovarialkarzinomen - als Marker bei Ovarialkarzinomen und anderen gyna-
kologischen Krebsarten zu betrachten ist (Fang et al., 2002, Mills et al., 2002). Ob die erhdhten
S1P-Spiegel bei koronarer Herzkrankheit von Relevanz sind, muss noch durch klinische Daten
belegt werden (siehe auch Goetzl et al., 2002).

1.2.3 Die LPA- und S1P-Rezeptoren

Die Effekte von S1P und LPA werden Uber GPCRs vermittelt; es ist jedoch anerkannt, dass
S1P auch intrazellulare Effekte induziert (Spiegel & Milstien, 2000), jedoch sind hier die
Zielproteine unbekannt. Es soll daher an dieser Stelle nur auf die Rezeptoren und damit auf die
extrazelluldr induzierten Effekte der Lipide eingegangen werden.

Die Familie der LPA/S1P-Rezeptoren umfasste zu Beginn dieser Arbeit sieben Mitglieder, von
denen der erste — der LPA-Rezeptor vzg-1 (edg2, LPA;) - im Jahre 1996 kloniert wurde. Der
erste S1P-Rezeptor — edg1 (endothelial differentiation gene, S1P,) - folgte im Jahr 1998. Da in
der Nomenklatur dieser Rezeptoren verschiedene Ansatze verfolgt wurden, sind in Tabelle 4
alle in der Literatur verwendeten Benennungen aufgefihrt. Die offizielle, von der IUPHAR
eingefihrte Nomenklatur (Chun et al.,, 2002), die den Liganden und die Reihenfolge der
Entdeckung der Rezeptoren fur die Benennung heranzieht, wird in dieser Arbeit bevorzugt.

Tabelle 4: Die Nomenklatur der LPA/S1P-Rezeptoren

IUPHAR Nomenklatur edg-Name Weitere Synonyme

S1P; edg1 Lps1

LPA; edg2 Lpa1 Vzg-1 (Ratte), rec.1.3

S1P, edg3 Lpgs

LPA, edg4 Lpaz

S1P, edgb Lps2, H218 (Ratte), AGR16 (Ratte)
S1P, edgb Lpg4

LPA ; edg?7 Lpas

S1Ps edg8 Lpges, Nrg-1 (Ratte)

Obwohl die Lipide S1P und LPA schon lange bekannt waren, wurde erst 1989 von van Corven
et al. beschrieben, dass die Effekte von LPA mit groBer Wahrscheinlichkeit Gber einen GPCR
vermittelt werden. 1996 gelang dann das Klonieren und das deorphaning des ersten
LPA-Rezeptors im Zuge von Entwicklungsstudien an der Hirnrinde der Maus. Die Experimente
waren darauf ausgerichtet, GPCRs zu identifizieren, die mit der Neuronenproduktion in
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Verbindung stehen (Hecht et al., 1996). Der erste S1P-Rezeptor wurde 1990 von Hla und
Maciag kloniert und 1998 von Lee et al. (1998b) als S1P-Rezeptor charakterisiert. Da er
zunachst als orphan-GPCR identifiziert worden war, der potentiell eine Rolle in der
Differenzierung von Endothelzellen spielt, wurde ihm zunachst der Name edgi (endothelial
differentiation gene) gegeben. Diese Benennung wurde danach flr alle weiteren identifizierten
LPA/S1P-Rezeptoren weiter verwendet, auch ohne dass diese Wirkungen auf Endothelzellen
haben, bis die neue Nomenklatur von der IUPHAR eingefuhrt wurde. Die Rezeptoren weisen
untereinander eine hohe Sequenzhomologie (40-50%) auf.

S1P, (edg1): Der S1Ps-Rezeptor wird von S1P im niedrig nanomolaren Bereich (Kp = 8 nM,
Zondag et al., 1998) sowie von LPA mit niedriger Affinitat (Kp = 2,3 uM, Lee et al., 1998a)
aktiviert und vermittelt seine Effekte ausschlieBlich Uber Go; (Windh et al., 1999). Er bewirkt
hierbei PLC- und MAP-Kinasen-Aktivierung, mobilisiert intrazellulares Calcium und hemmt die
Forskolin-induzierte cAMP-Produktion. Der S1P;-Rezeptor ist an der Regulierung der
Zellbewegungen, -proliferation und —morphologie sowie am Uberleben der Zellen beteiligt.
Aufgrund seiner Wirkungen auf die Endothelzellen wird ein Zusammenhang zwischen dem
S1P+-Rezeptor und der Angiogenese sowie der Reifung des vaskularen Systems in Sdugern
postuliert (Lee MJ et al., 1999b). S1P;-defiziente Mause sterben zwischen dem 12. und 14.
Tag, da das GefaBsystem kollabiert und es zu Blutungen im Embryo kommt. Der Rezeptor ist
aufgrund seiner Expression in Endothelzellen in den meisten peripheren Geweben weit
verbreitet (Hla et al., 1990), wurde jedoch auch in zerebralen Zellen gefunden (Liu et al., 1997).

S1P, (edg5): Der S1P,-Rezeptor wird von S1P mit einem Kp von 20-27 nM (Zhang et al.,
1999) aktiviert. Im Gegensatz zum S1P;-Rezeptor koppelt der S1P,-Rezeptor an mehrere
G-Proteine (Gog, Goy und Gouzis, Kon et al, 1999), hemmt Wachstumsfaktor-induzierte
Chemotaxis und ist in Zellen exprimiert (vaskularen glatten Muskelzellen und Melanomzellen),
in denen S1P antiproliferativ wirkt. Die Rezeptoren S1P; und S1P, sind ein Beispiel fir zwei
Rezeptoren der gleichen Familie, deren Effekte entgegengesetzt sind. Einen wichtigen Hinweis
fir die Funktion des S1P.-Rezeptors gibt die Entdeckung einer Mutante des Zebrafischs
S1P.-Rezeptors mil, miles apart. Hier weisen Untersuchungen darauf hin, dass der Rezeptor in
der Entwicklung des Herzens eine Rolle spielt. Der S1P,-Rezeptor ist in Lunge, Herz und Hirn
exprimiert (Zhang et al., 1999) und schon wahrend der embryonalen Entwicklung im Hirn
nachweisbar (Mc Lennan et al., 1994).

S1P; (edg3): Wie der S1P,-Rezeptor wird auch der S1Pz-Rezeptor mit einem Kp von 23-
26 nM von S1P (Kon et al., 1999) aktiviert. Die Ahnlichkeit erstreckt sich auch auf die
aktivierten G-Proteine Go,, Goi und Gouzs, Wobei hier noch die GTPase Rho hinzukommt.
Effekte auf den Phanotyp bei rekombinanter Expression in Mausen konnten nicht beobachtet
werden, so dass man eine redundante Funktion der S1P-Rezeptoren vermuten kann. Das
Expressionsprofil des S1Ps;-Rezeptors umfasst Herz, Niere, Lunge (Yamaguchi et al., 1996)
sowie bei der Ratte die Schwann-Zellen.
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S1P, (edg6): Der S1P,-Rezeptor weist im Hinblick auf die Homologie zu den anderen
S1P-Rezeptoren eine deutlich geringere Ahnlichkeit auf, ist aber mit einem K von 13-63 nM
(Yamazaki et al., 2000) von S1P ein hochaffiner S1P-Rezeptor. Er induziert Ca**-Mobilisierung
und aktiviert MAP-Kinasen und PLC. Seine Expression beschrankt sich auf lymphoide und
hamatopoetische Gewebe sowie auf die Lunge.

LPA,; (edg2): Der LPA;-Rezeptor wird in nanomolaren Konzentrationen von LPA aktiviert
(Bestimmung einer Affinitatskonstante ist noch nicht erfolgt) und koppelt an Ga;, Go, oder
Goy2. Die LPA—induzierte Proliferation von Adipozyten, der Schutz von T-Zellen vor Apoptose
und die Ansammlung der Fibronektinmatrix in Fibroblasten werden vermutlich z.T. Gber den
LPA;-Rezeptor vermittelt. LPA;-defiziente Mause zeigen einen komplexen Phanotyp mit 50%
Letalitat (eine genauere Beschreibung siehe Contos et al., 2000a). Die Expression des
Rezeptors ist sowohl im zentralen Nervensystem als auch in vielen peripheren Geweben
nachweisbar (Hecht et al., 1996).

LPA; (edg4): Der LPA,-Rezeptor ist ein hochaffiner LPA-Rezeptor, der tber Ga, und Go
seine Signale vermittelt (Ishii et al., 2000). Interessanterweise existieren mehrere Variationen
in verschiedenen Krebszellarten. Da die Mutationen meist im C-Terminus auftreten, welcher
fir das Koppeln an das G-Protein essentiell ist, kdnnte dies eine Ursache fir abnorme
Zelltransformationen darstellen (Contos & Chun, 2000b). Zudem wird der Rezeptor mit den
LPA-vermittelten Wirkungen auf das Immunsystem in Verbindung gebracht und ist bei
Ovarialkarzinomen hochreguliert. Seine Expression beschrankt sich auf das neonatale Hirn der
Maus, Testis, Niere, Lunge und das lymphoide Gewebe (Contos et al., 2000c).

LPA; (edg7): Der LPAs-Rezeptor aktiviert nach LPA-Stimulation in erster Linie Gay (Im et al.,
2000a; Ishii et al., 2000). In humanen Geweben ist der Rezeptor in Testis, Prostata, Herz und
den frontalen Regionen der zerebralen Rinde zu finden (Im et al., 2000a).

Ein weiterer potentieller LPA-Rezeptor aus Xenopus-Oozyten (xPSP24) konnte 1996 von Guo
et al. kloniert werden, der jedoch auf Aminosdureebene nicht in das Muster der oben
dargestellten Familie der S1P/LPA-Rezeptoren passt. Marchese et al. (1999) konnten einen
homologen humanen Rezeptor hGPR45 klonieren, dessen Ligand jedoch noch unbekannt ist.

Die Untersuchungen an LPA/S1P-Rezeptoren haben das Interesse an weiteren Rezeptoren
fir LPLs geweckt. So konnten zusétzlich Rezeptoren identifiziert werden, die auf Psychosin
(Galactosphingosin; TDAG8-Rezeptor; Im et al., 2001), Sphingosylphosphorylcholin (OGR-1;
Xu et al.,, 2000) sowie Lysophosphatidylcholin (G2A; Kabarowski et al., 2001) hochaffin
reagieren. Uber diese Rezeptoren ist noch sehr wenig bekannt, so dass hier nicht weiter
darauf eingegangen wird.
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Die Zuordnung der S1P- und LPA-Effekte zu den jeweiligen LPA/S1P-Rezeptoren wird durch
die Tatsache erschwert, dass die Rezeptoren Uberlappend in mehreren Geweben gemeinsam
vorhanden sind (Rizza et al., 1999; Lee et al., 1999b), dass sie mehrere Signaltransduktions-
wege auch z.T. Uberlappend aktivieren (Ancellin und Hla, 1999; Kon et al., 1999; An et al.,
2000) und dass keine subtypspezifischen Liganden existieren (Lee et al., 1999b). Es ist daher
erforderlich, alle Rezeptoren zu identifizieren, die in die Effekte der Lipide involviert sein
kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, nach der bioinformatischen Identifizierung neuer potentieller
S1P/LPA/LPL-Rezeptoren diese zunéchst bezlglich ihrer Expression zu charakterisieren.

Danach sollten biologisch aktive Substanzen identifiziert werden, die die neuen Rezeptoren
agonistisch, antagonistisch oder allosterisch modulieren. Dies sollte mit Hilfe eines
.Universalassayverfahrens* unter Nutzung von modifizierten G-Proteinen mit der Fahigkeit,
GPCRs aus unterschiedlichen funktionellen Klassen an einen zelluldren Effektorweg zu
koppeln, erfolgen. In diesem Verfahren identifizierte Substanzen sollten danach zur
Charakterisierung der Signaltransduktionswege herangezogen werden. Zudem sollten
Besonderheiten bei der Rezeptorexpression in Saugerzellen wie konstitutive Aktivitat,
morphologische Verdnderungen oder Speziesunterschiede von Rezeptororthologen
herausgearbeitet werden.

Alle Daten sollten zur weiteren Eingrenzung der S1P/LPA-Effekte zu den jeweiligen
Rezeptoren sowie zum besseren Gesamtversténdnis der S1P/LPA-Wirkungen beitragen.
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die angewandten molekularbiologischen, zellbiologischen und
biochemischen Methoden erlautert sowie die hierbei eingesetzten Materialien tabellarisch

aufgelistet.
2.1 Molekularbiologische Methoden
211 Gewinnung von Plasmid-DNA

Nach der Transformation der Plasmid-DNA in Bakterien mittels Hitzeschock wurden zwei
Methoden zur Isolierung und Reinigung der DNA angewandt: Die Mini- und die
Maxipraparation. Erstere diente zur Herstellung geringer DNA-Mengen, welche durch
Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf ihre Richtigkeit geprift wurden. Mittels
Maxipraparation wurde die Plasmid-DNA in der erforderlichen Menge hergestellt, die Qualitat
sowie die DNA-Menge wurden photometrisch sowie durch Auftragen auf ein Agarosegel nach
Linearisierung bestimmt. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Transfektion, als PCR-
Mutterstrang zur Herstellung weiterer Konstrukte, zur Gewinnung von cRNA sowie als
Positivkontrolle bei der qualitativen PCR verwendet.

2.1.1.1 Transformation mittels Hitzeschock

Zur Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien wurden folgende genetisch veranderte
E.coli-Stdmme verwendet: DH5a (Gibco BRL) oder MC1061 (Invitrogen) (Angaben zum
Genotyp siehe Tabelle in Sambrock et al., Appendix A9). StandardmaBig erfolgte die
Transformation in DH5a-Bakterien. Zur Transformation von Plasmiden, bei denen die
Ampicillinresistenz hinter einem STOP-Codon liegt und somit nicht abgelesen werden kann
(z.B. pcDNA-1.1-Konstrukte), wurden MC1061-Bakterien verwendet, welche mit einem
P3-Episom ausgestattet sind. Dieses ermdglicht durch Suppression des STOP-Codons ein
Ablesen der Ampicillinresistenz.

DH5a-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 100 ul dieser Bakteriensuspension in ein 15-ml-
Réhrchen mit luftdurchlassigem Deckel Uberfihrt und danach mit ca. 5-10 ng Plasmid-DNA
oder 1-2 ul des Ligationsansatzes (siehe Abschnitt 2.1.8) angeimpft und 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in einem auf 42°C geheiztem Wasserbad fir
45 s einem Hitzeschock unterzogen. Nach einer 2-minltigen Erholungsphase auf Eis wurden
800 ul 2YT-Medium (Tabelle 5) hinzugeflgt und die Transformationsmischung bei 37°C fir
60 min im Inkubator bei 250 rpm geschttelt. Handelte es sich bei der transformierten DNA um
einen Ligationsansatz (siehe Abschnitt 2.1.8), wurden 200 pl und 600 pl auf 2YT-Agarplatten
(100 mg/l Ampicillin, Sigma, Tabelle 5) ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.
Wurde die Transformation zur Plasmidgewinnung mittels Maxipraparation (siehe Abschnitt
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2.1.1.3) durchgefuhrt, wurde der komplette Ansatz in 100 ml 2YT-Medium (100 mg/l Ampicillin,
Sigma) in einem 250-ml-Schikaneerlenmeyerkolben Uber Nacht bei 37°C im Inkubator
geschittelt.

Bei der Transformation von MC1061-Bakterien wurden zusatzlich 2 pl B-Mercaptoethanol
(0.5 M) zum Transformationsgemisch hinzugeftigt.

2.1.1.2 Minipréparation

Die Gewinnung geringer DNA-Mengen aus Bakterienkulturen erfolgte mit Hilfe des QlAprep-
Spin-Miniprep-Kit (Qiagen) unter Verwendung der im Kit enthaltenen Puffer. Das Prinzip dieser
Praparation beruht auf einer alkalischen Lyse der Bakterien mit anschlieBender Adsorption der
DNA auf der Silikatmembran der QlAprep-Saule unter hoher Salzkonzentration (Vogelstein
und Gillespie, 1979). Nach mehrfachen Waschschritten kann das Plasmid dann direkt von der
Saule eluiert werden.

In einem 15-ml-Réhrchen wurden 3 ml 2YT-Medium (100 mg/l Ampicillin, Sigma) mit einer
Einzelkolonie der transformierten Bakterien angeimpft und Uber Nacht (14-16 h) bei 37°C
geschuttelt. 1,5 ml dieser Kultur wurden 1 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge (EBA 12,
Hettich-Zentrifugen) abzentrifugiert und der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Die
restlichen 1,5ml wurden zur eventuellen Weiterverwendung fir die Maxipraparation im
Kuhlschrank fir maximal finf Tage gelagert. Die Isolierung der DNA aus dem
Bakteriensediment erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die DNA wurde in 30-50 pl
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) aufgenommen.

2.1.1.3 Maxiprédparation

Die Gewinnung grdBerer DNA-Mengen aus Bakterienkulturen erfolgte mit Hilfe des QlAfilter-
Plasmid-Maxi-Kits (Qiagen) unter Verwendung der im Kit enthaltenen Puffer. Unter geeigneten
niedrig-Salz- und pH-Bedingungen, die fir die positive Ladung der Diethylaminogruppen im
Anionen-Austauscher-Harz sorgen, erfolgt hierbei die Adsorption der negativ geladenen DNA
an die Saulenmatrix. Das Waschen mit einem Puffer mittlerer Salzkonzentration dient der
Entfernung von RNA, Proteinen und niedermolekularen Verunreinigungen. Die Elution erfolgt
hier mit Hilfe eines Puffers mit hoher Salzkonzentration. Durch die darauffolgende
Isopropanolféllung wird die Plasmid-DNA aufkonzentriert und entsalzt.

50 pl einer Glycerinkultur (siehe unten), der unter 2.1.1.1 beschriebene Transformationsansatz
oder die restlichen 1,5 ml der Minipraparation (siehe Abschnitt 2.1.1.2) wurden tber Nacht in
100 ml 2YT-Medium (100 mg/l Ampicillin, Sigma) bei 37°C geschuttelt und danach 10 min bei
4500 rpm (Heraeus Labfuge 400R) zentrifugiert. Die DNA-Gewinnung erfolgte nach Angaben
des Herstellers. Die DNA wurde in 200 pl Elutionspuffer aufgenommen. Zur Stabilisierung
wurde der Lésung Na-EDTA (1 mM, Sigma) hinzugeflgt.
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Fiur die Herstellung einer Glycerinkultur wurden 10 ml der Ubernachtkultur getrennt
zentrifugiert, das Sediment wurde in 1 ml Glycerinlésung (Tabelle 5) aufgenommen und jeweils
500 pl wurden bei —20°C bzw. —80°C gelagert.

Tabelle 5: Medien und Lésungen fiir die Plasmidpréparation

2YT- Medium 2YT-Agar

Bacto-Trypton (DIFCO) 16 ¢ 2YT-Medium 11
Hefe-Extrakt  (DIFCO) 10¢9 Agar (DIFCO) 15¢
NaCl (Sigma) 59 Autoklavieren, bei ca. 50°C das
Millipore-Wasser ad 11 |entsprechende Antibiotikum

In den entsprechenden GefaBen autoklavieren | hinzufiigen, Platten gieBen. Lagerung:
4°C, lichtgeschiitzt, 8-10 Wochen

Antibiotikal6sungen Glycerinlésung

Ampicillin 50 mg/ml in H,O Glycerin (Merck) 50%
Kanamycin 25 mg/ml in H,O Tris-HCI (pH 7.4) 10 mM
Chloramphenicol 50 mg/ml in EtOH MgCl, 10 mM
Lésungen aliquotiert bei —20°C lagern Sterilfiltrieren, Lagerung 4 °C.

1: 500 einsetzen

2.1.2 Quantitative und qualitative Analyse von Nukleinsauren

Die zur quantitativen und qualitativen Analyse von DNA verwendeten Methoden werden in
diesem Abschnitt beschrieben: Die photometrische Untersuchung von DNA, die
Sequenzierung der DNA sowie der Restriktionsverdau mit geeigneten Enzymen und
anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese.

2.1.2.1 Photometrische Analyse von Nukleinséduren

Die Absorptionsmessung einer geeigneten DNA-Verdinnung bei 260 nm und 280 nm mit
einem Photometer (Gene Quant I, Pharmacia Biotech) wurde zur Gehalts- und
Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren verwendet. Aus der gemessenen Absorption bei
260 nm und dem bekannten Extinktionskoeffizienten (die optische Dichte von 1 entspricht
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 ug/ml RNA oder ~ 33 pg/mi
einzelstrangiger Nukleotide, Sambrook et al., 1989) kann die Konzentration mit dem Lambert-
Beerschen- Gesetz berechnet werden. Der Quotient von Axge/Azgo — welcher einen Wert fir den
Proteinanteil darstellt - diente zur Abschatzung der Reinheit der Plasmid-DNA. Angestrebt
wurde ein Wert zwischen 1,7 und 2,0.
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2.1.2.2 Sequenzanalyse von DNA

Zur  Bestimmung  der  Nukleinsduresequenz ~ wurde  basierend  auf dem
Didesoxynukleotidverfahren - auch Kettenabbruchmethode genannt - (Sanger et al., 1977) mit
dem BigDye-Terminator-Ready-Reaction-Kit (PE Biosystems) eine enzymatische PCR-artige
Reaktion durchgefiihrt. Die hierbei erzeugten Fragmente wurden im ABI-PRSM-310-Genetic-
Analyzer Uber eine Polyacrylamid-Gelmatrix in einer Glasfaserkapillare aufgetrennt und
anschlieBend spektroskopisch ausgewertet.

Das Prinzip dieser Sequenziermethode beruht auf dem Einbau modifizierter Didesoxynukleo-
tide wahrend der PCR-Reaktion, welcher zum Kettenabbruch fiihrt, da den
Didesoxynukleotiden die 3°-OH-Gruppe fehlt und somit die Ausbildung einer Phospho-
diesterbricke zum folgenden Nukleotid nicht mehr erfolgen kann. Diese Didesoxynukleotide
sind an Farbstoffe gebunden, die ein fir die jeweilige Base spezifisches Emissionsspektrum
aufweisen und somit eine spektroskopische Auswertung der erhaltenen Fragmente ermégli-
chen.

Der Ansatz fir die Sequenzierungs-PCR setzte sich wie folgt zusammen:

Miniprap-Plasmid-DNA 5ul
Primer 0,5 uM
BigDye-Terminator-Reaktionsgemisch 4 pl
Lichrosolv-Wasser (Merck) ad 20 pl

Fir das Primerdesign wurde auf eine Léange von 18-26 Nukleotiden mit einem G oder C am
Ende und das Erreichen der optimalen Schmelztemperatur von 55°C geachtet. Die PCR wurde
in einem T3-Thermocycler (PE Biosystems) durchgefinhrt.

Nach 5-minltigem Erhitzen auf 95°C zur vollstdndigen Denaturierung der DNA wurde der
folgende Zyklus 25 mal wiederholt:

96°C 10 sec
50°C 5sec
60°C 4 min

Nach Durchlaufen der Zyklen wurde der Ansatz auf 4°C gekihlt und das Reaktionsgemisch
anhand des DyeEx-Spin-Kits (Qiagen), wie vom Hersteller angegeben, gereinigt. Hierbei wer-
den die unverbrauchten Nukleotide und Farbstoffe mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie
tber Saulen von den PCR-Fragmenten getrennt. Nach der Zentrifugation befinden sich die
gréBeren DNA-Strange im Eluat, die restlichen Bestandteile werden in der Gelmatrix zurtick-
gehalten. Im Anschluss an einen 2-minitigen Denaturierungsschritt der DNA im Eluat bei 95°C
erfolgte die Analyse im ABI-PRISM 310. Die Sequenzen wurden mit Hilfe der Wisconsin-
Package-Software, die Elektropherogramme visuell ausgewertet.
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2.1.2.3 Restriktionsverdau

Das zu analysierende Plasmid (Mini- oder Maxipraparation) wurde mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen (New England Biolabs) nach Angabe des Herstellers fur 1-4 Stunden bei
der jeweiligen Temperatur inkubiert (Thermocycler, Eppendorf). Bei einem Verdau mit zwei
Enzymen wurde ein fiir beide Enzyme geeigneter Puffer unter Optimalbedingungen eingesetzt
(Liste der Enzyme sowie der optimalen Puffer siehe NEB-Katalog). Die Reaktion wurde
entweder durch Hitzeinaktivierung und anschlieBendes Entfernen der Enzyme und Nukleotide
mittels des QIAquick-Nucleotide-Removal-Kits (Qiagen) oder durch Zugabe von '/s des
Volumens an Ladepuffer (Gensura, enthdlt 30 mM EDTA) gestoppt. Die unter 2.1.2.4
beschriebene Agarose-Gelelekirophorese wurde zur Analyse der geschnittenen DNA
herangezogen.

2.1.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden lineare DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grd e
durch Wandern im elektrischen Feld (DNA wandert aufgrund lhre negativen Ladung im
elektrischen Feld zur Anode) aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit steht hierbei im
reziproken Verhéltnis zur Gr6Be. In Abhangigkeit von der erwarteten BandengrdBe kénnen die
Konzentration des Agarosegels sowie die Laufzeit variiert werden. Je kleiner die
Fragmentgr6Be, umso héher sollte die gewahlte Agarosekonzentration sein. Diese Methode
wird standardmé&Big zur Identifizierung, Reinigung und Trennung sowie zur praparativen
Isolierung linearer DNA-Fragmente verwendet (Sambrock et al., 1989). Die GrdBe der
erhaltenen Banden wird anhand von DNA-Molekulargewichtsstandards bestimmt.

Entsprechend der benétigten Gelmenge und -konzentration wurde die Agarose (Gibco BRL) in
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) in der Mikrowelle (M 760, Phillips) aufgekocht und bei
Raumtemperatur auf 50-60°C abgekihlt. Nach Zugabe von 0.1 pg/ml Ethidiumbromid wurde
das Gel gegossen und nach dem Erstarren in die mit TAE-Puffer gefiillte Gelkammer gelegt.
Die mit Ladepuffer versetzten DNA-Proben (siehe Abschnitt 2.1.2.3) sowie der DNA-
Molekulargewichtsmarker wurden in die Geltaschen pipettiert und eine Spannung von 60-
120 V angelegt. Nach 1-2 h erfolgte die Auswertung des Trennmusters bei 302 nm (UV-Licht;
Herolab 2020). Diese Wellenlange regt das in die DNA-Doppelstrange interkalierende
Ethidiumbromid zur Fluoreszenz an.

21.3 DNA-Reinigung

Zum Entfernen zu hoher Salzkonzentrationen, inkomplett verdauter Plasmidstiicke oder
Proteinverunreinigungen (Restriktionsenzymen, alkalischen Phosphatasen, Polymerasen etc.)
aus den DNA-Pr&parationen werden unterschiedliche Methoden angewandt, die hier im
einzelnen beschrieben werden.
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2.1.3.1 Ethanolféllung

Zur Verringerung der Salzkonzentration sowie zur Konzentrierung der DNA wird die DNA in
Gegenwart einwertiger Kationen in Ethanol gefallt, gewaschen und getrocknet und das
Prazipitat anschlieBend in der geeigneten Menge Wasser aufgenommen.

Nach Zugabe von 3 M Natriumacetat (Sigma) pH 5,2 (1/10 des Volumens der DNA-L&sung)
sowie von absolutem Ethanol (Riedel-de-Haen) (das 2,5 fache des Volumens der DNA-L6-
sung) wurde die DNA-Lésung kraftig gemischt und zur DNA-Fallung 30 min bei 13000 rpm
zentrifugiert (EBA 12, Hettich-Zentrifugen). Das DNA-Sediment wurde vorsichtig mit Ethanol
(70%) gewaschen, um die restlichen Salze zu entfernen. Im Anschluss an den nachsten
Zentrifugationsschritt (15 min 13000 rpm, EBA 12, Hettich-Zentrifugen) wurde das DNA-Sedi-
ment in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlieBend in dem geeigneten Volumen
Wasser aufgenommen.

2.1.3.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der QIAquick-Gel-
Extraction-Kit (Qiagen) verwendet. Mit Hilfe dieser Technik kbnnen DNA-Fragmente zwischen
50 bp und 50 kb isoliert werden. Prinzip dieses Elutionssystems ist die Bindung der DNA an
Silikagel-Partikel (Qiaex) in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper Salze (NaJ oder
NaClO,). Diese Reagenzien bewirken die Auflésung der Agarose sowie eine Veranderung der
Wasserstruktur und erleichtern so die Bindung der DNA an die Silikagel-Partikel.

Die zu isolierende DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem sauberen Skalpell so exakt wie
moglich aus dem praparativen Agarosegel herausgeschnitten und nach Angaben des
Herstellers mit dem QIlAquick-Gel-Extraction-Kit (Qiagen) extrahiert. Die Elution erfolgte je
nach GrdBe der DNA-Bande mit 30-50 pl Wasser.

2.1.3.3 Phenol-Chloroform-Isoamylakohol-Extraktion (PCI-Extraktion)

Ziel dieser Methode (Wallace, 1987) ist es, Proteine und andere Verunreinigungen aus der
DNA-L&ésung zu entfernen. Sie wird meist im Anschluss an eine PCR (siehe Abschnitt 2.1.6)
angewandt. Phenol féllt als denaturierendes Reagenz Proteine, die sich daraufhin in der
Interphase zwischen der organischen Phenol-Phase und der waéassrigen DNA-Phase
konzentrieren. Das Chloroform dient der Stabilisierung der Phasengrenze sowie zur
Verstarkung des denaturierenden Effekts. Die wassrige DNA-haltige Phase wird abgenommen,
Protein- und Phenolphase werden verworfen. Nach vollstdndiger Phenolentfernung mittels
Chloroform wird die DNA mit der Ethanolféllung (siehe Abschnitt 2.1.3.1) konzentriert.

Nach zweimaligem Ausschutteln der DNA-L&sung mit dem gleichen Volumen einer mit Tris-
EDTA-Puffer geséttigten Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (24:25:1; V/V)-Lésung (GibcoBRL)
und einem jeweils anschlieBenden Zentrifugationsschritt (5 min, 13000 rpm, EBA 12,
Hettich-Zentrifugen) wurde die obere, wassrige Phase mit dem gleichen Volumen Chloroform
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versetzt, ausgeschuittelt und fur 5 min zentrifugiert (EBA 12, Hettich-Zentrifugen). Aus der
oberen Phase wurde die DNA mit Ethanol geféllt (siehe Abschnitt 1.3.1).

21.4 Isolierung von RNA

Alle Arbeiten mit RNA wurden unter mdglichst RNase-freien Bedingungen durchgefihrt. Hierzu
wurden i) immer Einmalhandschuhe getragen, ii) alle Glasgerate bei 180°C Uber Nacht
,gebacken®, alle Gbrigen Gerate wurden autoklaviert, iii) nur RNase-freie Einmalplastikwaren
verwendet und iv) alle Lésungen mit DMPC—behandeltem Wasser (siehe Tabelle 7) angesetzt.
DMPC (Dimethylpyrocarbonat) ist ein spezifischer RNase-Inhibitor, der mit den Histidin-Resten
von Proteinen reagiert und somit die RNasen inaktiviert.

2.1.4.1 Isolierung von RNA aus Zelllysaten

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllysaten erfolgte mit dem TRIzol-Reagenz (GibcoBRL)
nach Angaben des Herstellers. Fir die Gewinnung von Zelllysaten aus einer 25-cm2-Flasche
wurde 1 ml TRIzol eingesetzt. Die isolierte RNA (40-50 pg/25-cm?-Flasche) wurde in DMPC-
Wasser aufgenommen und bei —80°C gelagert.

Die Zelllysate verschiedener endothelialer Zelllinien sowie glatter Muskel-Zelllinien wurden
freundlicherweise von Frau Uhlenbrock, Aventis Pharma, zur Verfligung gestellt.

2.1.4.2 Isolierung von RNA aus tierischen Organen

Die Isolierung von RNA aus tierischem Gewebe wird durch die hohen Mengen an genomischer
DNA erschwert. Diese stellt besonders bei qualitativen und quantitativen RNA-Analysen mittels
RT-PCR (siehe Abschnitt 2.1.7) ein Problem dar. Genomische DNA wird bei einer PCR direkt
als Matrize genutzt, ohne dass eine Umschreibung in cDNA mittels RT-Reaktion erforderlich
wdare. Da genomische DNA die gesamte Erbinformation besitzt, verfalschen diese
Verunreinigungen die Expressionsanalysen auf RNA-Ebene mittels PCR.

Die Prifung auf Verunreinigung der RNA durch genomische DNA erfolgte mittels PCR mit dem
GC-Melt Kit. Hierfir wurden 500 ng der isolierten RNA direkt eingesetzt. Die PCR wurde
mit den folgenden Oligos, die fir den Ratten-GPR 19 (AccNr.U65417) Kkodieren,
durchgefuhrt: 1) vorwarts 5-CCTCTGAGCTTCAAGGTGTCCAGAG-3" und 2) rickwarts
5'CCGTCTTCACCTTGGTCCTGGGG-3". Die PCR-Bedingungen wurden wie in Abschnitt
2.1.6.2 beschriecben gewahlt. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch
Agarosegelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.1.2.4). Im Falle einer Verunreinigung durch
genomische DNA war eine Bande bei 625 bp erkennbar.

Die fur Zelllysate angewandte Isolierung mittels TRIzol erwies sich fir die Isolierung von RNA
aus Geweben als ungeeignet, da hier starke Kontamination mit genomischer DNA auftrat
(Abbildung 7, Bande 8). Daher wurden mehrere kommerziell erwerbliche Kitsysteme auf ihre
Tauglichkeit zur RNA-Isolierung aus Geweben getestet. Dabei werden Verunreinigungen mit
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genomischer DNA entweder durch Zusatz von DNase (DNaseDau; DNase |, Qiagen) oder
durch Filtration mit spezifischen Saulen entfernt. Folgende Kitsysteme wurden getestet: High-
Pure-RNA-Tissue-Kit  (Roche), Micro-to-Midi-Total-RNA-Purification-System  (Invitrogen),
RNeasy-Maxi-Kit (Qiagen), RNeasy-Midi-Kit, RNA/DNA-Maxi-Kit (Qiagen).

Die Isolierung wurde wie von den jeweiligen Herstellern angegeben durchgefiihrt. Als
Testgewebe wurde Nierengewebe einer Wistar-Ratte verwendet. In Abbildung 7, Banden 1-9,
sind die Ergebnisse der PCR mit den verschiedenen RNA-Praparationen dargestellt. Alle
verwendeten Kitsysteme zeigten eine deutlich niedrigere Kontamination der RNA mit
genomischer DNA als die mit TRIzol isolierte RNA (Bande 8). Bis auf den High-Pure-RNA-
Tissue-Kit von Roche (Bande 6) und den RNeasy-Maxi-Kit von Qiagen (Bande 4) wiesen
jedoch alle weiteren RNA Préaparationen geringe Mengen an genomischer DNA auf (Banden
1-3;5; 7).

625
bp

1 2 3 4 S M 6 7 8 9 M

Abbildung 7: Kontamination mit genomischer DNA in verschiedenen RNA-Préparationen. 500 ng
Gesamt-RNA wurden mittels PCR auf Kontamination mit genomischer DNA getestet. Eine
Bande bei 625 bp deutet auf eine Kontamination hin. Die RNA wurde mit folgenden Systemen
isoliert: 1: RNeasy-Midi-Kit (Qiagen); 2: RNA/DNA-Maxi-Kit (Qiagen); 3: Micro-to-Midi-Total-
RNA-Furification-System (Invitrogen); 4: RNeasy-Maxi-Kit (Qiagen); 5: RNA/DNA-Maxi-Kit
(Qiagen) mit DNaseDau; 6: High-Pure-RNA-Tissue-Kit (Roche); 7: TRIzol mit DNAseDau;
8: TRIzol; 9: neg. Kontrolle; M: 500-kb-Marker

Aufgrund der deutlich groBeren Gewebemengen, die beim RNeasy-Maxi-Kit/Saule
aufgearbeitet werden kdénnen (bis zu 1 g versus 25 mg) wurde flr die weitere RNA-Isolierung
der RNeasy-Maxi-Kit verwendet:

Hier werden die Gewebeproben in einem Guanidinthiocyanat-haltigen Puffer lysiert und
homogenisiert. Guanidinthiocyanat als stark denaturierendes Reagenz ermdglicht durch
Inaktivierung der RNasen die Isolierung von intakter RNA. Nach Ethanolzugabe wird die
Gesamt-RNA auf einer Silikatgel-Membran der Extraktionssdulen zurtickgehalten, mehrere
Waschschritte dienen zur Entfernung weiterer Zellbestandteile. Die Elution der RNA erfolgt mit
RNase-freiem Wasser. Wird RNA aus Geweben isoliert, die groBe Mengen an die Isolierung
erschwerenden kontraktilen Proteinen, Geweben und Kollagen enthalten (z.B. Herzgewebe),
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wird nach dem Homogenisieren ein Proteinase-Verdau-Schritt (mit Proteinase K, Qiagen)
eingefigt, um diese Proteine zu entfernen und eine effektive Isolierung der RNA zu
gewahrleisten.

Die Durchfiihrung der RNA-Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die eingesetzten
Gewebemengen lagen zwischen 400 und 1000 mg, das Homogenisieren erfolgte mit dem
Ultra-Turrax-T25 (IKA, Labortechnik). Die Ausbeute betrug in Abhangigkeit vom verwendeten
Gewebe zwischen 0,5 und 2 mg Gesamt-RNA. Die Quantifizierung der RNA erfolgte
spektrometrisch (siehe Abschnitt 2.1.2.1), zur Beurteilung der RNA-Qualitat wurde eine RNA-
Agarose-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.1.5.3) durchgefihrt.

In Abbildung 8 sind die charakteristischen Banden der 15S- und 18S-rRNA dargestellt. Weitere
oder verschmierte, nicht differenzierbare Banden weisen auf eine Zersetzung oder
Kontamination der RNA hin.

€15S rRNA

1 2 3 4

Abbildung 8: Gelelektrophoretische Auftrennung von Gesamt-RNA. 4 unterschiedliche RNA-Proben

(5 ug) wurden zur Qualitdtskontrolle auf einem 1% Agarose/Formaldehyd-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefédrbt 1: Hirn, Wistarratte; 2: Herz, Wistarratte;
3: Niere, Wistarratte; 4: Aorta, Wistarratte.

2.1.5 Northern Blot

Beim Northern Blot handelt es sich um ein Verfahren, bei dem RNA nach der
elektrophoretischen Auftrennung auf eine Nylonmembran transferiert und fixiert wird. Die
Elektrophorese erfolgt unter denaturierenden Bedingungen, um potentiell ausgebildete
Sekundarstrukturen der einzelstrangigen RNA aufzuldsen, der Transfer der RNA vom Gel auf
die Membran wird durch die Kapillarwirkung des Filterpapiers (Kapillar-Blot) bewirkt. Mit nicht-
radioaktiven, spezifischen Sonden werden die Membranen hybridisiert und anschlieBend
immunologisch detektiert. Ein Northern Blot kann mehrfach verwendet und mit verschiedenen
Proben hybridisiert werden.
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2.1.5.1 Herstellung von Digoxigenin-markierten RNA-Sonden

Die Herstellung der Sonden erfolgte mit dem DIG-RNA-Labeling-Kit (Roche) nach Angaben
des Herstellers. Hierbei wird nicht mit radioaktiven Isotopen markiert, sondern mit Digoxigenin,
einem Hapten aus Digitalispflanzen. Im Vergleich zu anderen Haptenen (z.B. Biotin) werden
hier Probleme mit endogenem Hintergrund deutlich reduziert.

Die kodierenden Bereiche des rS1Ps-Rezeptors und des hGPR63 sowie die Nukleotide 279-
1197 des hS1Ps-Rezeptors wurden in den Vektor pSPT 18 (Roche) subkloniert (siehe Ab-
schnitt 2.1.8). Die Konstrukte wurden linearisiert (rS1Ps und hGPR63 mit Hind Ill, hS1Ps mit
BamH 1) und die Vollstandigkeit der Linearisierung wurde auf einem Agarosegel (siehe Ab-
schnitt 2.1.2.4) Uberprift. Das linearisierte Plasmid wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion
(siehe Abschnitt 2.1.3.3) und einer Ethanolfallung (siehe Abschnitt 2.1.3.1) unterzogen, bevor
es im folgenden Reaktionsansatz mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase mit Digoxigenin-Uracil
markiert wurde (in-vitro-Transkription):

Linearisierte DNA 1ug
NTP-Markierungs-Gemisch 2 ul
10 x Transkriptionspuffer 2 pl
RNase-Inhibitor 1ul
T7-RNA-Polymerase 2 pl
Wasser (RNase-frei) ad 20 ul

Der Reaktionsansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 2 pl EDTA (0,2 M,
pH 8) abgestoppt. Mit DMPC-Wasser wurde der Markierungsansatz auf 100 ul aufgefllt.

2.1.5.2 Tipfeltest

Nach der Markierungsreaktion wurde mit Hilfe des TuUpfeltests die Ausbeute der
Markierungsreaktion gepruft.

Hierflr wurden von der Sonde sowie von der DIG-markierten Kontroll-RNA aus dem DIG-RNA-
Labeling-Kit eine Verdunnungsreihe (Tabelle 6) hergestellt und jeweils 1 pl der Verdiinnungen
funf bis zwdlf (10 pg/ul-0 pg/ul) wurde auf eine Nylonmembran aufgetragen:
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Tabelle 6: Verdiinnungsschema fiir den Tipfeltest bei DIG-markierten RNA-Sonden

GefaB | RNA [pl] aus Gefal3 Nr. DMPC- Gesamt- Verdinnung | End-

Nr. Wasser volumen konzentration
1 2 ul aus Original/Kontrolle 198 pl 200 ul 1:100 1 ng/ul
2 15 pl aus Geféal Nr. 1 35 ul 50 pl 1:3.3 300 pg/ul
3 5 ul aus Gefa3 Nr. 1 45 pl 50 pl 1:10 100 pg/ul
4 5 ul aus GefaBB Nr. 2 45 pl 50 pl 1:10 30 pg/ul
5 5 ul aus GefaBB Nr. 3 45 ul 50 pl 1:10 10 pg/ul
6 5 ul aus GefaB Nr. 4 45 pl 50 pl 1:10 3 pg/pl
7 5 ul aus GefaB Nr. 5 45 ul 50 ul 1:10 1 pg/ul
8 5 ul aus GefaB Nr. 6 45 pl 50 pl 1:10 0,3 pg/ul
9 5 ul aus GefaBB Nr. 7 45 pl 50 pl 1:10 0,1 pg/ul
10 5 ul aus GefaB Nr. 8 45 ul 50 ul 1:10 0,03 pg/ul
11 5 ul aus GefaBB Nr. 9 45 pl 50 pl 1:10 0,01 pg/ul
12 0 50 pl 50 pl - 0

Die Membran wurde durch Auflegen auf ein mit 2 x SSC getranktes Whatman-Papier be-
feuchtet, die RNA mit dem UV-Stratalinker 2400 (Stratagene) auf der Membran fixiert und an-
schlieBend immunologisch wie in Abschnitt 2.1.5.5 beschrieben detektiert. Anhand der

bekannten Konzentrationen der Kontroll-RNA lieB sich die Menge an markierter RNA
abschétzen (Abbildung 9). Wurden die Sonden bis zum 9. Verdinnungsschritt detektiert, gal-
ten sie als sehr gut. Fur die Hybridisierung wurden ca. 100 ng Sonde/ml Hybridisierungslésung

eingesetzt.

Abbildung 9:

hGPR63
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Tiipfeltest mit verschiedenen DIG-markierten RNA-Sonden. Verdiinnungsreihen der

Sonden sowie der Kontroll-RNA wurden auf eine Nylonmembran aufgetragen, fixiert und

detektiert.
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2.1.5.3 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Um jegliche RNase-Kontamination zu vermeiden, wurden alle beteiligten Materialien

(Gelkammer, Kdmme etc.) im voraus mit RNase-Zap (Sigma) behandelt.

Zunéchst wurde folgendes denaturierendes RNA-Agarosegel hergestellt:

Agarose (GibcoBRL) 1,29

10 x MOPS-Puffer 12 ml
DMPC-Wasser 101,4 ml
37%iges Formaldehyd (Merck) 6,6 ml

Die ersten drei Bestandteile wurden in der Mikrowelle aufgekocht. Bei ca. 60°C wurde der
Die RNA-Proben
RNA-GréBenmarker (Roche) wurden mit dem 2-3-fachen Volumen an Ladepuffer (Sigma) ver-

Formaldehyd hinzugefigt und das Gel gegossen. sowie die
setzt und bei 65°C fir 10 min denaturiert. Da der Ladepuffer kein Glycerin enthalt, wurden die
Proben trocken geladen, d.h. der Laufpuffer (1 x MOPS; 3-(N-Morpholin)propansulfonsaure)
wurde zundchst nur bis zur Unterkante des Gels in die Kammer gegossen. Nach 10 min bei
60 V waren die Proben komplett in das Gel gelaufen, und die Elektrophoresekammer wurde
mit 1 x MOPS aufgeflillt. Die anschlieBende Gelelektrophorese erfolgte bei 15 V Uber Nacht

oder alternativ bei 60 V fur ca. 4 h.

Tabelle 7: Stammlésungen fiir den Northern Blot

DMPC-Wasser 10 x MOPS- Puffer

DMPC (Sigma) 1ml MOPS (Sigma) 41,86 ¢g
Millipore-Wasser ad 11 Na-Acetat (Merck) 419
2 h Inkubation ( Rihren); EDTA 0,5 M (Sigma) 20 mi
Autoklavieren zum Zerstéren des Millipore-Wasser ad 11

DMPC Auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren

10% SDS- Losung

SDS (Sigma) 100 g
DMPC-Wasser ad 11
2.1.5.4 Kapillarblot

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel in 20 x SSC-Puffer (Salin-sodium-citrat-Puffer,
Sigma) fir 10 min aquilibriert. Die Nylonmembran (Roche) sowie das Whatman-Papier wurden
auf die jeweilige GroBe des Gels zugeschnitten. AnschlieBend wurde die Blotapparatur wie in
Abbildung 10 dargestellt aufgebaut. Dabei wurde das Gel seitenverkehrt mit der RNA-Seite
nach unten auf das Whatman-Papier gelegt, welches direkt in den Transferpuffer (20 x SSC)
eintauchte. Nach Entfernung der Luftblasen wurden die Membran (Roche), weitere drei Lagen
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Whatman-Papier, saugféhig