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Kapitel 1

Einleitung

Fur die Regulation der Kérpergewichtshomodostase im zentralen Nerven-
system (ZNS) sind die Wirkungen zweier Hormone an Melanocortin-
4-Rezeptoren (MC4R) von besonderer Bedeutung. b-Melanozyten-
stimulierendes Hormon (  B-MSH) wirkt kdrpergewichtssenkend durch die
Aktivierung des MC4R und Agouti-Related Protein (AgRP) wirkt durch

die Hemmung der B-MSH-Wirkung korpergewichtssteigernd. Allerdings
bedingt AQRP auch von  B-MSH unabhéngige E!ekte auf den MC4R. Ein
moglicher molekularer Mechanismus dieser unabhangigen Elekte soll in
meiner Arbeit untersucht werden und zur vollstindigeren Beschreibung
der Signalweiterleitung durch den MC4R, sowie zum Verstandnis von
Adipositas-assoziierten Mutationen und der allgemeinen Wirkung von

Hormonen an Rezeptoren beitragen.

1.1 Rezeptoren

Zellen kommunizieren. Sie geben speziesche Signale an die Umwelt ab und Signale
aus ihrer Umwelt induzieren in ihnen speziesche Reaktionen. Eine vermittelnde ,rezi-
pierende Substanz” (engl.: receptive substance) zwischen Signal und Reaktion wurde

zu Beginn des 20.Jahrhunderts vondJohn Newport Langley postuliert [89]. Paul



1. Einleitung

Ehrlich pragte zeitgleich den Grundsatz, dass Stole im Kdrper keine Reaktionen
hervorrufen kénnen, wenn sie nicht gebunden werden (,corpora non agunt nisi *xa-
ta"). Diese bindenden und rezipierenden Substanzen stellen die heute in ihrer mole-
kularen Struktur bekannten Rezeptorproteine dar [118]. Rezeptoren ermdglichen die
Detektion eines spezieschen Signals und die Induktion einer spezieschen Reaktion in
der Zelle. Die Weiterleitung des Signals vom Rezeptor zu den Elektorproteinen der
Zelle vermittelt die intrazellulare Signaltransduktion. Eine kaskadenartige Signal-
verstarkung (Ampliekation) in mehrstuegen Signaltransduktionsketten durch s.g.
.second messenger” ermdglicht dabei die Entstehung einer manifesten Zellreaktion
durch ein extrazellulares Signal, welches aus ein paar wenigen Molekiilen bestehen

kann.

1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(G-protein-coupled receptors: GPCRS)

Die GPCRs sind eine sehr grof3e und bedeutsame Gruppe von Rezeptoren. Circa
2% des menschlichen Genoms kodieren fir etwa 800 GPCRs; rund 30% aller be-
kannten pharmakologischen Angrilspunkte entsprechen GPCRs und ungeféhr 30%
aller zugelassenen verschreibungsp,ichtigen Medikamente wirken an GPCRs [68]. Ihr
erstmaliges Auftreten vor 1,2 Milliarden Jahren und damit vor der Aufspaltung der
Lebewesen in P,anzen, Pilze und Tiere, bedingt ihr Vorenden in allen eukaryoten
Organismen [136].

Rezeptoren der GPCR-Gen-Superfamilie kennzeichnet die intrazellulare Bindung
von Guanosintriphosphat (GTP)-bindenden-Proteinen (G-Proteinen). Aufgrund ih-
res gleichférmigen Aufbaus aus siebe®-helikalen Transmembrandoménen (7TM)
werden sie analog als 7TM-Rezeptoren bezeichnet [127].

GPCRs bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette. Drei intra- und drei extra-
zellulare Peptidschleifen verbinden die sieben Transmembrandoméanen untereinan-

der. Die Ligandenbindung bedingen maf3geblich der extrazellulare N-Terminus und

10



1. Einleitung

‘ Rezeptor H Wirksto! I Indikationen
. +: Adrenalin Reanimation
N : Bisoprolol Hypertonie, KHK
[\ +: Salmeterol Asthma, COPD
. +: Morphin Schmerzen
Y : Naloxon Antidot bei Opiatvergiftung
P2Y 12 - . Clopidogrel Thrombozytenaggregationshemmung nach
percutaner Koronarintervention
5HT 1p +: Sumatriptan Migrane
GnRH-R +: Leuprorelin Prostatakarzinom
CCRs - : Maraviroc HIV-Infektion

Tabelle 1.1: Beipiele fir GPCRs, ihre Agonisten (+) und Antagonisten (-), sowie

Beispiele fur deren Indikationen

die ersten beiden extrazellularen Schleifen, wahrend die G-Protein-Kopplung durch
die intrazelluléaren Schleifen vermittelt wird [73].

In jeder eukaryotischen Zelle besnden sich monomere und heterotrimere GTP-
bindende Proteine. Fur die vorliegende Arbeit sind v.a. die heterotrimeren G-
Proteine entscheidend, weshalb hier im weiteren mit G-Proteinen eben diese gemeint
sind. Diese G-Proteine sind aus eineB-, N- und O-Untereinheit aufgebaut. N- und
O-Untereinheit bilden einen Komplex (NQ, welcher ebenso wie dieD-Untereinheit
(GB) Uber Lipidanker in der Zellmembran verankert ist. GB enthélt die GTP-
Bindungsstelle. Bildet sich ein Komplex aus Agonist, GPCR und G-Protein, fun-
giert der GPCR als Guaninnukleotid-Austauschfaktor. Der Austausch eines an ®
gebundenen Guanosindiphosphat (GDP) durch ein GTP bewirkt eine Konformati-
onsénderung des G-Proteins, wodurch ® und NOdissoziieren. So aktiviert besitzen
beide Untereinheiten vielfaltige Signalfunktionen. Die GTPase-Aktivitat von Gb
bedingt die hydrolytische Spaltung des gebundenen GTP zu GDP. Diese Hydrolyse
stellt die Selbstinaktivierung von Gb dar, welches im GDP-gebundenen Zustand mit
NOreassoziiert und zur erneuten Aktiverung durch GPCRs zur Verfiigung steht [63].

Bereits lange vor der Entdeckung der GPCRs wurde die Wirkung ihrer Liganden

11



1. Einleitung

Abbildung 1.1: G-Proteinzyklus

GPCRs aktivieren G-Proteine, indem sie bei Bindung eines Agonisten (1) als Nukleotid-Austausch-

Faktoren den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) be-
dingen (2). Das G-Protein dissoziiert daraufhin in G B und NO(3). Durch GTPase-Aktivitéat der
Gb-Untereinheit wird das GTP zu GDP gespalten (4) und die Untereinheiten reassoziieren und

binden wieder an den GPCR, wo sie erneut aktiviert werden kénnen (5).

12
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an Tiermodellen, isolierten Organen und Geweben untersucht und wichtige Konzep-
te wie Bindungstellen, A"nitat, Elektivitat, Agonismus und Antagonismus deeniert
[73]. Auch wurden Liganden an GPCRs, wie z.B.N-Blocker, Antihistaminika und
Morphine bereits jahrzehntelang erfolgreich klinisch eingesetzt [87]. Selbst die Cha-
rakterisierung des von Adenylylzyklasen (AZ) produzierten zyklischen Adenosinmo-
nophosphat (CAMP), als ersten bekannten Second Messenger und damit den Rezep-
toren in der Signaltransduktion nachgeschaltet, fand zeitlich vorher statt [17]. Eine
Gruppe um Robert J. Lefkowitz wies erstmals die Wirkung von Liganden am
aufgereinigten Rezeptor in Abhangigkeit von G-Proteinen auf die cAMP-Produktion
von AZ nach. Damit identiezierten sie ein alleiniges Polypeptid als vermittelnde re-
Zipierende Substanz, welche sowohl die Bindungstelle fir den Liganden als auch
die Fahigkeit zur Aktivierung von intrazellularen E!ektormolekilen via G-Proteine
innehat. Dies kennzeichnet die Entdeckung der GPCRs [19]. Die vollstandige Se-
quenzierung des menschlichen Genoms in 2003 bedingte maf3geblich die Entdeckung
von etwa 150 GPCRs mit unbekanntem Liganden und unbekannter Funktion. Diese
Rezeptoren werden als Orphan-Rezeptoren bezeichnet (Orphan: engl. Waise) und
sind Grundlage der Untersuchung neuer pharmakologischer Angrilspunkte [167].

Ein erstes Modell fiir eine detaillierte Beschreibung der Interaktion von Ligand,

GPCR und G-Protein ermdglicht das , Ternary Complex Model* (TCM).

1.3 Das ,Ternary-Complex-Model“ und seine Erweite-

rungen

Das ,Ternary-Complex-Model* (TCM) geht von einer Interaktion von Agonist
(A) Rezeptor (R) und G-Protein (G) gemaf? des Massenwirkungsgesetzes aus. Da-
bei bilden sich Gleichgewichte aus zwischen dem vollstandig dissoziierten Zustand
A + R + G, den teilweise gebundenen Zustdnden AR + G und A + RG, sowie dem
Dreierkomplex ARG. Nur dieser Dreierkomplex aktiviert E!ektoren (E/E*)[92]. Die

erweiterte Form des TCM unterscheidet zwei Zustidnde des Rezeptors: die inakti-

13
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/
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Abbildung 1.2: ,Ternary-Complex-Model“ (TCM)(1), erweitertes TCM (2)

und kubisches TCM (3)

Das TCM und seine Erweiterungen beschreiben Interaktionen am GPCR als Gleichgewichte zwi-

schen gebundenen und ungebundenen Zustanden von Agonist (A), Rezeptor (R) und G-Protein (G),

wobei der Dreierkomplex ARG bzw. AR*G E!ektoren (E/E*) aktiviert. Das erweiterte (2) und das

kubische TCM (3) unterscheidet zusatzlich zu (1) eine aktive (R*) und eine inaktive (R) Form des

Rezeptors. Diese Modelle dienen der Beschreibung von unterschiedlichen Formen von Agonismus

und Antagonismus als Gleichgewichtsverschiebungen innerhalb dieses Modells.

14
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ve Form R und die aktive Form R*, welche wiederum miteinander, sowie mit der
Agonist-gebundenen Form AR*/AR und der G-Protein-gebundenen Form R*G/RG,

im Gleichgewicht stehen. Ein Agonist bindet bevorzugt die aktive Form R* und ver-
schiebt damit das Gleichgewicht zugunsten von R*. Diese aktive Form wiederum
interagiert in groBerem Umfang mit dem G-Protein als die inaktive. Somit bedingt
ein Agonist eine vermehrte G-Protein-Bindung. Liegt die aktive Form R* in Abwe-
senheit eines Agonisten vor, bezeichnet man den Rezeptor als basal aktiv. Bei einer
Fulle von GPCRs konnte eine Basalaktivitdt nachgewiesen werden, sodass basale
Aktivitat keine Ausnahme darstellt. Fir eine konstitutiv aktive Mutation eines Re-
zeptors, also mit einem héheren R*-Anteil als der Wildtyp-Rezeptor, konnte dem
Modell entsprechend, eine héhere Bindungsa'nitat zu Agonisten ermittelt werden.
Das kubische TCM erweitert das Modell zusatzlich um die Mdglichkeiten der Inter-
aktion von inaktivem Rezeptor R und G-Protein in den Komplexen RG und ARG
[134].

Das TCM mit seinen Erweiterungen bietet eine gute Beschreibungsgrundlage fir
unterschiedliche Formen von Agonismus und Antagonismus.

Ein partieller Agonist stabilisiert ein Gleichgewicht mit geringerem R*-Anteil als
beim vollen Agonisten. Die Lage des Gleichgewichtes zwischen R und R* bildet sich
in der geringeren intrinsischen Aktivitéat ab. Bei Bindung eines partiellen Agonisten
liegt die maximale G-Protein-Aktivierung deshalb unterhalb derjenigen eines vollen
Agonisten.

Ein neutraler Antagonist bindet und stabilisiert unselektiv R und R* und ver-
andert somit nicht das Gleichgewicht des ungebundenen Rezeptors. Ein neutraler
Agonist bestitzt somit keine intrinsische Aktivitdt und hemmt lediglich die Aktivie-
rung durch Agonisten.

Ein inverser Agonist hingegen stabilisiert die inaktive Form R. Das Gleichge-
wicht verschiebt sich in Richtung des inaktiven Zustandes: Die Basalaktivitat des
Rezeptors nimmt ab. Besonders bei der Beein,ussung konstitutiv aktiver Rezepto-

ren bietet sich die Verwendung inverser Agonisten als Pharmaka an, da sie, durch

15



1. Einleitung

eine zusatzliche Senkung der Basalaktivitat, gegenliber neutralen Antagonisten eine
hohere Potenz besitzen. Inverser Agonismus ist darum ein sehr verbreiteter Wirk-
mechanismus von pharmakologisch wirksamen Substanzen. Die Mehrheit aller auf
GPCRs hemmend wirkenden Substanzen besitzt inverse agonistische Aktivitat [81].
Eine weitere Mdglichkeit fur neutralen Antagonismus und vor allem inversen Ago-
nismus bildet die Stabilisierung der inaktiven Konformation des Rezeptors in seiner
G-Protein-gebundenen Form RG. Inverse Agonisten dieses Typs flihren somit zur G-
Protein-Bindung ohne G-Proteinaktivierung. Diese Form von inversem Agonismus
konnte erstmals fur Tiotidin am H >-Rezeptor nachgewiesen werden. Die Existenz
eines solchen inversen Agonisten wurde bereits vorab durch das kubische TCM po-

stuliert [104].
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Abbildung 1.3: Dosiswirkungskurven von Agonisten und Antagonisten an

einem konstitutiv aktiven GPCR.

Die Basalaktivitat wird dosisabhangig von Agonisten gesteigert. Ein partieller Agonist stabilisiert
dabei anders als ein voller Agonist eine Rezeptorkonformation mit einer Aktivitat < 100%. Antago-
nisten stabilisieren die Rezeptorkonformation, welche die Basalaktivitat bedingt, sodass dosisunab-
hangig die Rezeptorantwort gleich bleibt. Inverse Agonisten stabilisieren eine Konformation, welche

eine geringere Rezeptoraktivitat zur Folge hat und senken so die Basalaktivitat.

Die Moglichkeit, dass ein Rezeptor nicht nur eine einzige, sondern multiple R*-
Konformationen einnehmen kann, zeigt die Untersuchung der Wirkung von Liganden

auf unterschiedliche Signalwege eines einzelnen Rezeptors. So kdnnen zwei Liganden,
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die den einen Signalweg gleichsinnig beein,ussen, z.B. beide agonistisch, einen an-
deren gegensinnig beein,ussen, der eine agonistisch der andere antagonistisch [7].
Erklarbar wird dieser Befund durch die ligand-speziesche Stabilisierung einer von
multiplen Rezeptorkonformationen, welche sich dann in einem ligand-spezisschen Si-
gnaltransduktionsmuster abbildet. Dieses Konzept der funktionalen Selektivitat er-
weitert das statische Schliissel-Schlof3-Prinzip der Pharmakologie um die Moglichkeit
der selektiven Beein,ussung der Rezeptorkonformation durch den Liganden. Einen
solchen Liganden, der selektiv ein liganden-speziesches Signaltransduktionsmuster
am Rezeptor erzeugt, bezeichnet man auch aksinktional selektiven Agonisten(engl.
biased agonist: voreingenommener, asymmetrischer Agonist). Vereinzelte Beispiele
fur solch funktional selektiven Agonismus belegen das Konzept der funktionalen
Selektivitat als adaquate Beschreibungsmdglichkeit der Wirkung von Liganden an
GPCRs [137, 158, 143, 165]. Bislang konnte funktionale Selektivitat nur fur phar-
makologisch wirksame synthetische oder exogene Wirkstole an GPCR und nicht
als Eigenschaft von endogenen Liganden, wie Hormonen, nachgewiesen werden. Da-
mit fehlt bislang noch der Beleg fur die funktionale Selektivitat als ein allgemeines
endogenes biologisches Prinzip der GPCR-Wirkung.

Die zusatzliche Entdeckung groRerer Rezeptor-G-Protein-E!lektor-Komplexe
zeigt die Notwendigkeit der Erweiterung des TCM auf Komplexe, die groRRer als
der klassische Dreierkomplex ARG sind [69]. Auch das Vorkommen G-Protein-
unabhéngiger Sinalwege und der Nachweis der Dimerisierung oder Oligomerisie-
rung von GPCRs zu Homomeren und Heteromeren komplizieren zusétzlich durch
die Erhéhung der Anzahl der moéglichen interagierenden Komplexpartner [102]. Hier
nicht unerwahnt bleiben soll eine zum TCM alternative Beschreibungsform der G-
Protein-Aktivierung durch GPCRs. Ein auf kinetischen Grundlagen basierendes en-
zymatisches Modell der Rezeptor-G-Protein-Interaktion beschreibt einen GPCR als
ein Enzym, welches den Nukleotidaustausch in G-Proteinen katalysiert und durch

Liganden allosterisch reguliert wird [159, 129].
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1.4 Signalwege der GPCRs

1.4.1 G-Protein-vermittelte Signalwege
Diversitat der G-Protein-vermittelten Signhalwege

GPCRs initiieren G-Protein-vermittelte, sowie G-Protein-unabhangige Signaltrans-
duktionskaskaden. Der modulare Aufbau der G-Proteine, die Vielzahl an Subty-
pen und die Vielzahl der E!ektorfunktionen eines jeweiligen Subtyps erklart die
grof3e Diversitat der G-Protein-vermittelten Signalwege. Die Kopplung mehrerer G-
Protein-Subtypen an einem Rezeptor und ihrer funktional selektiven Aktivierung
erhoht zusatzlich diese Diversitat. Die Signalfunktionen der G-Proteine vermitteln

sowohl GB- als auch NGQUntereinheiten.

G Db-Untereinheit

Bei Saugetieren enden sich finf Familien von ®-Proteinen, von denen aber nur
vier in Mensch und Maus exprimiert werden [114]. Diese unterscheiden sich in ihren
Signalfunktionen, dem phylogenetischen Verwandtheitsgrad und der Gewebevertei-
lung. Die Spezistat einzelner GB zu bestimmten GPCR-Konformationen wird ent-
scheidend durch die letzten wenigen Aminosauren (AS) des C-Terminus bestimmt
[26]. Die Interaktion mit Elektormolekillen sndet ebenfalls in der C-terminalen Do-
méane von GD statt, aber oberhalb der Rezeptorbindungsstelle. Die Bindung vorNO
ermdglicht die N-terminale Doméane. Chimére G-Proteine mit Austausch der letz-
ten wenigen AS des C-Terminus besitzen somit die GPCR-Spezistat des C-Terminus
und die Signalfunktion des restlichen G-Proteins. Solche chimaren B8-Proteine sind
integraler Bestandteil der Suche nach Liganden an GPCRs in der pharmazeutischen
Industrie [167]. Hier soll v.a. auf die Eigenschaften und E!ekte von zwei Familien

der Gb-Untereinheiten eingegangen werden: der 8s- und der Gb,, -Familie.

Gbs-Familie  Die Gbs-Familie besteht aus dem @s, mit einer kurzen (S), lan-

gen (L) und sehr langen (XL) Form, und dem olfaktorischen @g;. GBs kommen
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ubiquitar vor, G Dy vor allem in den olfaktorischen Neuronen und im Urogenital-
trakt. Die Abklrzung ,s" in G Bs steht fur ,stimulating” und bezieht sich auf ihren
Haupte!ekt: die stimulierende Wirkung auf Adenylylzyklasen. Diese Stimulation re-
sultiert in einer erhéhten intrazellularen cAMP-Konzentration. Zusatzliche Elekte
sind die Olnung von lonenkanalen und die Aktivierung von src-Tyrosin-Kinasen.
Mutationen im G Bs-Gen enden sich beim Mc-Cune-Albright-Syndrom, Pseudohy-

poparathyroidismus und Hypophysenadenomen.

Gb,, -Familie Die Gby,-Familie besteht aus den @®j;.3,Gby1-2 , GB,, sowie
GBby2 (Transducin 1 und 2) und GBgyys (Gustducin). GB; kommen ubiquitér vor,
GD, ung z sind speziesch fur das Zentrale Nervensystem (ZNS); Transducine und
Gustducine sind speziesch flr sensorische Neuronen in der Retina und fir Che-
morezeptoren in Schleimhauten. Das ,i* steht hier fur ,inhibiting” und beschreibt
die hemmende Wirkung von G-Proteinen dieser Familie auf AZ. Die Aktivierung
von GBy, -Proteinen resultiert somit in einer Hemmung der cAMP-Produktion.
Gby, -Proteine senken folglich den cAMP-Gehalt der Zelle. Weitere Elekte der
GBy, -Proteine sind u.a. Inaktivierung von Ca?* -Kanéalen, O'nung von K * -Kanalen
(mit resultierender Hyperpolarisation) und die ERK (extracellular signal-regulated

kinase)-Aktivierung.

Pertussistoxin (PTX) ist ein bakterielles ADP-ribosylierendes
Exotoxin. Das von Bordetella pertussis produzierte Toxin ist aus ei-
ner A- und einer B-Untereinheit aufgebaut, wobei die B-Untereinheit
die Bindung des Toxins an die Zielzelle und die Einschleusung
der A-Untereinheit bedingt. Die A-Untereinheit katalysiert die ADP-
Ribosylierung eines Cysteinrestes in Position 347 von 8, -Proteinen
[163, 95]. Diese ADP-Ribosylierung sndet an allen @ der Gb,, -Familie
statt mit Ausnahme des GB,. GB, ist somit PTX-insensitiv [66]. Die
Ribosylierung fuhrt zu einer Konformation des Gb mit verminderter Af-

*nitdt zum Rezeptor. So vom Rezeptor entkoppelte GO liegen in der
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reassoziiertenNGgebundenen Form (®GDPNQ vor und kénnen nicht
aktiviert werden. Die Wirkung von G By, und NOauf AZ entfallt [158].
Beim Krankheitshild des Keuchhustens, welcher durch Bordetella per-
tussis ausgeldst wird, bedingt PTX Uber die G, -Hemmung eine Hista-
minsensitivierung der glatten Muskulatur, Vasokonstriktion der Pulmo-

nalgefafle und eine Steigerung der Leukozytenproliferation [117].

GBya1 - und G Dyy3 - Familien  Diese beiden weiteren gro3en Familien von
Gb-Proteinen vermitteln ihre Wirkung durch Aktivierung von Phospholipasen und
haben entscheidenden Ein,uss auf den C& -Haushalt und die Regulation von Zell-

zyklus und Migration [70, 145].

NQUntereinheit

Anders als lange vermutet hat die NGQUntereinheit nicht nur Membrananker-
Funktion, sondern detaillierte Signalfunktionen [63]. Es kénnen finf unterschied-
liche N-Subtypen und 12 O-Subtypen unterschieden werden. Die Kombinationen aus
beiden Subtypen unterscheiden sich wieder in den Signalfunktionen sowie in der Ge-
webeverteilung [103]. Direkt durchNGQUntereinheiten regulierte Elektoren sind K * -
Kanéle, Phospholipase C und AZ. AZ kénnen je nach Isoform durctN Qaktiviert oder
inhibiert werden (s.u.). In sehr vielen Féllen ist die Wirkung der NGQUntereinheiten
PTX-sensitiv. Eine PTX-insensitive Wirkung von NQGUntereinheiten scheint prin-
zipiell mdglich, konnte aber nur selten beschrieben werden [148]. &, -gekoppelte

GPCRs initiieren somit die deutliche Mehrheit der NGSignalwege [144].

1.4.2 G-Protein-unabhangige Signalwege

Die Signalubertragung durch GPCRs ist nicht allein an G-Proteine gebunden. Sie
signalisieren auch G-Protein-unabhangig. Erste Hinweise hierauf zeigte die Untersu-
chung der Interaktion von Homer-Proteinen mit dem Glutamatrezeptors [78] Ande-

re Beispiele liefern die Aktivierungen vonN-Arrestinen und der Tyrosinkinase src,
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welche sowohl durch G-Proteine als auch G-Protein-unabhangig erfolgen kénnen
[161, 98].

Ob ein Rezeptor G-Protein-abhangig oder unabhangig Signale transduziert, kann
von der Ligandkonzentration und der Phosphorylierung durch GPCR-regulierende
Kinasen (GRK) und Proteinkinase A (PKA) reguliert sein [152]. Fur einige GPCRs
konnten Agonisten gefunden werden, welche funktional selektivN-Arrestine akti-
vieren [158]. N-Arrestine sind von entscheidender Bedeutung fiir die Desensitivie-
rung und Internalisierung von GPCRs (s.u.). Neben der Rezeptorregulation haben
N-Arrestine aber auch ausgepréagte intrazellulére Signalfunktionen: sie leiten bspw.

Uber die Aktivierung von ERK proproliferative Signale zum Zellkern weiter [101].

1.4.3 Regulation des Second Messengers cAMP
Adenylylzyklasen (AZ)

AZ katalysieren die Synthese des Second Messengers cAMP aus Adenosintriphos-
phat (ATP). In Saugetieren werden 10 Isoenzyme der AZ exprimiert, welche sich
in ihrer Gewebeverteilung, sowie ihrer Regulation unterscheiden. Mit Ausnahme
der l6slichen AZ (engl.: soluble AZ (sAZ)) sind alle Ubrigen AZ Uber 12P-helikale
Transmembran-Domanen (engl.: transmembrane AZ (tmAZ)) in der Zellmembran
verankert [77, 153]. Die tmAZ werden malf3geblich durch G-Proteine reguliert, die
SAZ ist G-Protein unabhangig (siehe Tabelle 1.2). Bemerkenswert ist die Mdglich-
keit der Sensitivierung von AZ der Gruppe 2 durchNOvon G-Proteinen. D.h. auch
inhibitorische G-Proteine kénnen aufgrund der stimulierenden Wirkung ihrer NObei
chronischer Aktivierung zu einer Aktivitatssteigerung der AZ fithren. Diese Form der
Sensitisierung hat durchaus klinische Relevanz, da sie maf3geblich an der Plastizitat
des ZNS und aber auch der Entstehung einer Entzugssymptomatik bei Substanz-

missbrauch beteiligt ist [4, 110, 160].

Forskolin (FSK) st ein Diterpen der P,anze Coleus forskohlii. Es

aktiviert direkt, d.h. Rezeptor- und G-Protein-unabhéngig, alle tmAZ
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’ Gruppe I Isoform H GBbs [ Gby, [ NO [ ca** [ FSK
AZ 1 é A A é é
1 AZ 3 é A (wenig) 0 ¢ é
AZ8 ¢ A (wenig) 0 : ‘
AZ 2 ¢ 0 ¢ 0 ¢
2 AZ 4 ¢ 0 é 0 é
AZ T ¢ 0 ¢ 0 ¢
AZ5 ¢ A(wenig) 0 A ¢
° AZ 6 e A(wenig) 0 A ‘
4 AZ 9 ¢ A 0 A (¢)
SAZ (AZ 10) H Aktivierung durch HCO ; und Ca**
Tabelle 1.2: Regulation der Adenylylzyklasen; ¢ stimulierend; A inhibierend; 0: neu-

tral; FSK: Forskolin

mit Ausnahme von AZ 9 [138, 53]. Systemisch verabreicht bewirkt die
ausgeloste cAMP-Akkumulation beim Menschen Uber eine Vasodilatati-

on die Senkung des Blutdrucks [8].

Phosphodiesterasen

Der Abbau des second messenger cAMP wird durch Phosphodiesterasen (PDE) re-
guliert. Diese spalten die Phosphorsaureester-Bindung des cAMP am 3#C-Atom.
Beim Menschen enden sich 11 Unterfamilien der PDE, welche sich in ihrer Lokali-
sation in der Zelle, ihrer Spezistat fir cAMP, sowie ihren Regulationsméglichkeiten
unterscheiden. Die PDE besitzen eindrickliche zellulare Wirkungen. Durch Rekru-
tierung in makromolekulare Signalkomplexe bewirken sie die lokalisierte, also auf ein
oder wenige Zellkompartimente beschrankte cAMP-Senkung [27]. Die Steigerung der
cAMP-Konzentration in der Zelle durch Hemmung von PDE wird pharmakologisch
bei Inodilatatoren wie Milrinon [123] und ganz alltaglich in der anregenden Wirkung

von Methylxanthinen, wie Ko!ein [42], genutzt.
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Abbildung 1.4: Regulation der cAMP-Konzentration durch Adenylylzykla-

sen (AZ) und Phosphodiesterasen (PDE)

CcAMP wird durch AZ aus Adenosintriphosphat (ATP) synthetisiert und zu Adenosinmonophosphat
(AMP) von PDE abgebaut. AZ und PDE sind in gro3ere Signalkomplexe eingebunden, durch wel-
che sie reguliert werden. GBs aktivieren und G By, hemmen AZ. NQUntereinheiten und Calcium
aktivieren oder hemmen AZ je nach Subtyp (siehe Tabelle 1.4.3). Auch PDE werden reguliert: N-
Arrestine rekrutieren PDE an GPCRs und bein,ussen so die lokale cAMP-Konzentration. AZ und
PDE sind zudem Zielmolekile unterschiedlicher pharmakologisch wirksamer Molekule. Forskolin
(FSK) aktiviert AZ und steigert die cAMP-Konzentration ebenso wie IBMX, Milrinon und Kolein,
welche die PDE hemmen. Typische Elektoren von cAMP sind die Proteinkinase A (PKA) und

lonenkanale, welche durch cAMP aktiviert werden.

23



1. Einleitung

1.4.4 cAMP-abhéangige Elekte

Die zentrale Stellung dieses Second Messengers fir die Physiologie zeigt sich nicht zu-
letzt in der Anzahl der unmittelbar mit seiner Erforschung verbundenen Nobelpreise
in Physiologie oder Medizin: 1971 anSutherland  fir die Entdeckung als Second
Messenger, 1992 aKrebs und Fisher flr die Untersuchung der cAMP-abhéngigen
Proteinkinase A (PKA) und 2000 an Carlsson , Greengard und Kandel u.a. fir
die Rolle von cAMP und PKA bei neuronalen Prozesseh. Das durch AZ und PDE
regulierte cAMP bewirkt eine Vielzahl an zellularen Prozessen. Dazu gehdrt die Akti-
vierung von CNG-lonenkandlen (cyclic-nucleotide gated), die Aktivierung von GEF
(guanine-nucleotide exchange factor) und die Aktivierung der PKA [5]. PKA akti-
viert oder inaktiviert durch Phosphorylierung eine Vielzahl an zellularen Proteinen.
Zu diesen Proteinen gehoéren Enzyme des Sto!wechsels [84], Transkriptionsfaktoren
[140] und Rezeptoren [60]. Die Phosphorylierung von GPCRs durch PKA ist eine
Moglichkeit der GPCR-Desensitivierung und kann auerdem zur Veréanderung der

G-Protein-Kopplung fihren [30].

1.4.5 GPCR-Desensitivierung

Die Signaltermination eines dauerhaften Stimulus von Agonisten an GPCRs kann
durch Desensitivierung, sowie durch die daran gekoppelte Internalisierung des Re-
zeptors erfolgen.

Bei der homologen Desensitivierung wird das Signal lediglich am aktivierten Re-
zeptor selbst terminiert. Die Agonistenbindung fuhrt zur Phophorylierung durch
GRK. Bindung von N-Arrestinen an die phosphorylierten Rezeptoren entkoppelt sie
von der G-Protein-Kopplung, stoppt damit die G-Protein-abhéngige Signaltransduk-
tion und delegiert sie Clathrin-abhéangig in Vesikel. Im Endosom werden die GPCRs
reguliert wieder dephosphoryliert an die Zellober,ache zurlcktransportiert oder im
Proteasom abgebaut [175].

Bei der heterologen Desensitivierung werden auch Rezeptoren inaktiviert, wel-

Lwww.nobelprize.org
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che nicht von Agonisten aktiviert worden sind. cAMP-aktivierte PKA und Ca 2* -
aktivierte Proteinkinase C (PKC) phosphorylieren GPCRs an Phosphorylierungs-
stellen unterschiedlich von denen der GRK. Dies kann zuN-Arrestin-abhéngiger
oder unabhangiger Internalisierung des Rezeptors fiihren [6, 80]. Die alleinige Erho-
hung der Second Messenger-Konzentration kann somit unabhéngig von der GPCR-
Aktivierung zur Desensitivierung fuhren.

Die GRK- und die Second Messenger-bedingte Desensitivierung sind zusatzlich
Uber die PKA- bzw. PKC-abhéngige Aktivierung von GRK durch Phosporylierung
verknuipft [24]. Auch NQUntereinheiten stimulieren die GRK-Aktivitat [36]. Ob ein
Rezeptor GRK- oder Second Messenger- unbl-Arrestin-abhéngig oder unabhangig
desensitiviert, ist sowohl Rezeptor-, Liganden- als auch zellspeziesch [61, 44, 67, 88,
80].

1.5 Die Homd@ostase des Kdrpergewichts

1.5.1 Ubergewicht und Untergewicht

Ein Beispiel fiir die Schlisselrolle der Signaltransduktion durch GPCRs fiir die Phy-
siologie des Korpers sind die neuronalen Vorgange im Hypothalamus im Rahmen der
Regulation der Energieaufnahme und des Energieverbrauchs. Das Kdrpergewicht
bleibt genau dann konstant, wenn Energieaufnahme mittels Nahrung und Ener-
gieverbrauch mittels Bewegung und Wéarme sich im Gleichgewicht beenden. Eine
Steigerung der Aufnahme u/o eine Verringerung des Verbrauchs resultieren in einer
Gewichtszunahme; eine Verringerung der Aufnahme u/o Steigerung des Verbrauchs
resultieren in einer Gewichtsabnahme. Etwa jeder siebte erwachsene Bundesburger
hat einen ,Body-Mass-Index* (BMI = %) tiber 30 und ist damit adipos
[25, 100]. Adipositas ist direkter und indirekter Risikofaktor flr eine Vielzahl an
Erkrankungen wie Atherosklerose und Diabetes mellitus Typ Il und bedingt allein

etwa 5 % aller Gesundheitsausgaben in den Industrielanderfi Auf der anderen Seite

2www.adipositas-gesellschaft.de; Homepage der Deutschen Adipositas Gesellschaft
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ist auch Untergewicht (BMI < 18,5) mit einer erhéhten Mortalitat vergesellschaftet.
Bei einigen Patientengruppen ergibt sich sogar entgegen der landlauegen Meinung
ein Uberlebensvorteil fur tbergewichtige Menschen. Dieser als ,reverse epidemiolo-
gy“ bezeichnete Elekt zeigt sich bei Menschen im hohen Alter sowie bei Patienten
mit malignen Tumoren oder chronischer Hamodialyse [149, 76]. Dies verdeutlicht die

Relevanz der Beein,ussbarkeit des Kdrpergewichts in beiderlei Richtung.

Gewichtsklasse BMI Anteil der Bevolkerung
Untergewicht ® 18,5 2,4%

Normalgewicht 18,5 - 25 48,0%

Ubergewicht 25 — 30 36,0%

Adipositas 30 13,6%

Tabelle 1.3: Verteilung des ,Body-Mass-Index* (BMI) in der erwachsenen Bevolke-
rung der BRD 2005 (Mikrozensus 2005, Statistisches Bundesamt Deutschland)

1.5.2 Der Hypothalamus: Ort der Regulation von Hunger und Sat-
tigung

Erste Hinweise auf die Rolle des Hypothalamus fir das Kérpergewicht fandrroh-
lich 1901 bei einem Patienten mit einem Tumor der Hypophyse und ausgepragter
Hyperphagie, welches ihn zur Beschreibung des ,Fréhlich-Syndroms* veranlasste
[45]. Mittels elektrolytischer Lasionen im Hypothalamus von Ratten und Katzen
konnten Kerngebiete fir die Regulation der Nahrungsaufnahme lokalisiert werden.
Lasionen im Nukleus ventromedialis (VMH), sowie im distalen Nukleus arcuatus
(ARC) fuhren zu Hyperphagie und Adipositas und charakterisieren diese Kerngebie-
te als ,Sattigungszentrum*, wohingegen Lasionen im lateralen Hypothalamus (LHA)
zum Sistieren der Nahrungsaufnahme flihren und den lateralen Hypothalamus als
L-Hungerzentrum* ausweisen [3]. Diese Erkenntnisse konnten weiter spezieziert wer-
den durch die Beschreibung einzelner Neuronengruppen in und um diese Kerngebie-

te. Die Charakterisierung der Neuropeptide dieser Neuronengruppen und deren Re-
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gulation durch periphere Hormone fiihrte zur Entdeckung einer Vielzahl von orexigen

(Nahrungsaufnahme fordernd) und anorexigen (Nahrungsaufnahme hemmend) wir-
kenden Substanzen. [37] Meilensteine der Aufdeckung der Kdrpergewichtsregulation
waren dabei die Entdeckung von adipdsen Tiermodellen mit Mutationen einzelner

Gene wie der ob/ob-Maus [72] oder der Agouti-Maus [16].

Die Abbildung 1.5 zeigt ein Modell der Gewichtsregulation im Hypothalamus.
Die peripheren Peptidhormone Leptin (Genprodukt des ob-Gens aus dem Fettge-
webe) und Ghrelin (aus dem Gastrointestinaltrakt) regulieren zwei v.a. im ARC
beendliche Neuronengruppen gegensinnig: die CART (cocaine and amphetamine re-
gulated transcript)/POMC (Proopiomelanocortin) und die AgRP (Agouti-related
peptide)/NPY (Neuropeptid Y)-Neurone. Erstere beenden sich im VMH sowie im
dorsalen ARC und stellen das zellulare Korrelat des ,Sattigungszentrums* dar. Zu-
satzliche Modikation dieser Regulation erfahrt das System durch Insulin, welches
analog zum Leptin wirkt, und durch Alerenzen aus dem autonomen Nervensystem
(nicht dargestellt). Die Produkte dieser Neuronengruppen bewirken, vermittelt Gber
ihre jeweiligen Rezeptoren, die Ausschittung anorexigener oder orexigener Hormo-
ne. Ein Kerngebiet dieser orexigenen Hormone (Melaninkonzentrierendes Hormon
(MCH) und Orexine) ist der LAH, das ,Hungerzentrum“ des Hypothalamus. Beide
Hormongruppen beein,ussen indirekt den Aufbau bzw. den Abbau der Fettreserven
des Korpers. Diese Beein,ussung erklart sich aus Verhaltensanderungen in Bezug
auf die Nahrungsaufnahme und die korperliche Aktivitat, sowie Verbindungen zu
Kerngebieten des autonomen Nervensystems, welche den Energieverbrauch und die
Thermogenese steuern [179]. Das Modell zeigt deutlich die zentrale Stellung des
Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R) und der ihn beein,ussenden Substanze®-MSH
und AgRP auf die Regulation des Korpergewichts im Hypothalamus. Im folgenden

ist eben dieses System Gegenstand der weiteren Untersuchung.
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Abbildung 1.5: Modell der Regulation des Koérpergewichts im Hypothala-

mus

Leptin aktiviert den appetithemmenden Weg (weif3) und Ghrelin den appetitférdernden Weg (grau).

Die von ihnen beein,ussten CART/POMC- und AgRP/NPY-Neuronen hemmen sich gegenseitig
und ihre Signale konvergieren im Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R), auf welchen ihre Produkte
D-MSH und AgRP gegensinnig wirken. Uber diesen MC4R und Rezeptoren fiir Leptin (Ob-Rb),
NPY (Y1-R) und Ghrelin (GHS-R) werden orexigene (Melaninkonzentrierendes Hormon (MCH)
und Orexine) und anorexigene Hormone (Thyreotropin-releasing-hormone (TRH), Corticotropin-
releasing-hormone (CRH), Glukagon-like-peptide (GLP1) u.a.) reguliert, welche Uber die Regelung
des Nahrungsaufnahmeverhaltens und des Energieverbrauchs den Energiehaushalt des Kérpers be-

ein,ussen (modieziert nach Zigman und Elmquist ).
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1.6 Das Melanocortinsystem

1.6.1 Bestandteile des Melanocortinsystems

Der Name ,Melanocortin“ erklart sich aus der stimulierenden Wirkung der Me-
lanocortine auf die Melaninbildung in der Haut, sowie die Glukokortikoidbildung
in der Nebennierenrinde. Das Melanocortinsytem beinhaltet die aus dem Proopio-
melanocortin (POMC) hervorgehenden PeptideD-, N- und OMSH (Melanozyten-
stimulierendes Hormon) und ACTH (adrenokortikotropes Hormon), die zugehdérigen
Melanocortinrezeptoren MC1-5, sowie zusétzlich Agouti und AgRP (agouti-related

protein), welche ebenfalls auf diese Rezeptoren wirken.

1.6.2 Proopiomelanocortin (POMC) und D-Melanozyten-

stimulierendes Hormon ( B-MSH)

POMC war das erste entdeckte Vorlauferprotein fiir mehrere funktional unterschied-
liche Peptide. Durch Spaltung des POMC mittels Prohormon-Konvertasen werden
die Peptide ACTH, B-MSH, O-MSH und N-Lipoprotein gebildet. N-Lipoprotein wie-
derum kann zu K-Endorphin und N-MSH gespalten werden [125]. Bei Mausen un-
ter ad libitum-Futterung fuhrt schon die Haploinsu"zienz im POMC-Gen (POMC
-/*) zu einem adip6ésen Ph&notyp [22]. Auch Menschen mit Mutationen in der
POMC-Sequenz und resultierenderD-MSH-Deezienz zeigen einen uUbergewichtigen
Phanotyp mit Hypopigmentierung (mangelnde periphere Wirkung) und Nebennie-
reninsu“zienz (mangelnde ACTH-Wirkung) [85]. Vermehrte POMC-Prozessierung
endet sich beim M. Addison, wo aufgrund einer Nebenniereninsu“zienz mit Verrin-
gerung des Cortisols gegenregulatorisch die ACTH-Produktion und damit gekoppelt
die Produktion der Gbrigen Melanocortine gesteigert ist. Patienten mit M. Addison
kénnen, bedingt durch die Melanocortinwirkung, durch eine dunkle Hautfarbung
und eine Abnahme des Korpergewichts au'allen [111].

BD-MSH wirkt als Agonist an MCR. Das aus 13 Aminosauren bestehende Peptid

entsteht, wie die anderen endogenen Agonisten, aus POMC. Die biologisch potente-
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ste acetylierte Form desb-MSH ist in den Projektionen der CART/POMC-Neurone

zu enden [74]. Die zentralen anorexigenen Elekte von Agonisten an MCR konnten
mittels intracerebroventrikularer (i.c.v.) Injektionen an Mausen untersucht werden.
Sie bewirken eine starke Reduktion der Nahrungsaufnahme und des Kdrpergewichts
sowohl beim Wildtyp [124], als auch bei adipésen POMC /- -M&usen [177]. Mit dem
Ziel, die periphere braunende Wirkung zu untersuchen experimentiertdHadley im
Selbstversuch mit MCR-Agonisten und entdeckte dabei zufallig die zusétzliche zen-
trale erektionsauslosende Wirkung [55, 135]. Neben der Braunung der Haut sind
weitere periphere Wirkungen vonB-MSH seine antiinammatorischen E!ekte [14]

und die Steigerung des Blutdrucks [128].

1.6.3 Die Melanocortinrezeptoren (MCRS)

Die Tabelle 1.4 gibt einen Uberblick tiber die MCRs und ihre Hauptfunktionen.
Unter den GPCRs nehmen die MCRs eine Sonderstellung ein, da fur sie nicht nur
endogene Agonisten sondern auch endogene Antagonisten gefunden werden konn-
ten. Die dermalen Elekte, wie Melanozytenstimulation und Talgsekretion, vermit-
teln MC1R und MC5R. MC2R wird in der Nebenniere exprimiert und bewirkt als
ACTH-Rezeptor die Glukokortikoidproduktion. Im Hypothalamus und dort fir die
Kdrpergewichtsregulation entscheidend sind MC3R und MC4R [1]. lhre physiologi-
sche Funktion wurde bei allen MCR ihrer Gs-Kopplung zugeschrieben [54]. MCR-
Agonisten, wie B-MSH, bewirken somit eine Steigerung der cAMP-Produktion in der
Zelle. Die direkte Aktivierung der cAMP-Produktion durch FSK imitiert so auch die
Wirkung von MCR-Agoninsten: Applikation von FSK direkt auf die Haut fuhrt zur
Braunung [146].

Der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R)

Der MC4R spielt eine Schlusselrolle in der Kérpergewichtsregulation (siehe Abb.
1.5) Seine zentrale Stellung in dem Modell ergibt sich aus seiner Integration von

anorexigenen Signalen tber den Agoniste®-MSH und orexigenen Signalen uber
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Rezeptor Endogene Endogene Zentrale Periphere
Agonisten Antagonisten Funktion Funktion
D-MSH =
N-MSH = _ _ .
MC1R Agouti n.b. Pigmentierung
ACTH >
OMSH
Glukokotikoid-
MC2R ACTH Agouti n.b.
Produktion
B-MSH =
K-MSH = Korpergewichts- Zytokinfrei-
MC3R AgRP .
ACTH = Regulation setzung
OMSH
B-MSH = ]
- Kérpergewichts-
N-MSH = AgRP, Entziindungs-
MC4R Regulation
ACTH > Agouti Hemmung
. Sexualverhalten
O-MSH
B-MSH =
N-MSH = Natriurese,
MC5R Agouti n.b.
ACTH > Talgsekretion
OMSH
Tabelle 1.4: Die Melanocortinrezeptoren, ihre endogenen Liganden und Hauptfunk-
tionen
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den Antagonisten AgRP. Bei der Maus fihrt der ,Knockout* dieses Rezeptors zu
einem manifesten metabolischen Syndrom mit Hyperphagie, Hyperinsulinamie und
Adipositas [71]. Der Rezeptor ist in seiner Strucktur und Funktion evolutionar stark
konserviert, sodass von sehr @hnlichen Eigenschaften wie A"nitat zu Liganden und
Signalwegen des Rezeptors bei allen Saugetieren ausgegangen werden kann [43].
Beim Menschen sind Mutationen im MC4R der héuegste monogenetische Grund
fir schwere Adipositas. Selbst heterozygote Trager einer Mutation im MC4R haben
bereits ein erhéhtes Risiko zur Entwicklung eines adipdsen Phanotyps [178, 65, 50].
Zusatzlich wurden bei einigen adipésen Menschen Antikérper gegen MC4R entdeckt
[122].

Der MC4R ist ein konstitutiv aktiver G s-gekoppelter Rezeptor. Das bedeutet,
dass er in Abwesenheit eines Agonisten eine basale Signalaktivitat besitzt. Dies
zeigt sich in einer Steigerung der basalen cAMP-Akkumulation bei Uberexpression
des Rezeptors [112].

Endogen reguliert werden die anorexigenen El!ekte des MC4R durch die Ago-
nisten B-, NMSH und ACTH, sowie mit geringerer Potenz OMSH, und die en-
dogenen Antagonisten Agouti und AgRP. Diese anorexigenen Signalwege wurden
der Kopplung des MC4R mit Gg-Proteinen und der daran anschlieRenden PKA-
Aktivierung zugeschrieben [47, 147, 29]. Die D90ON-Mutation des MC4R, welche
Agonisten mit hoher A"nitat bindet, aber keine G s-typische Erhéhung der cAMP-
Produktion zeigt, ist mit einer schweren, frih einsetzenden Adipositas assoziiert [9].
Allerdings lasst sich nicht bei allen Mutationen des MC4R, welche aus ubergewich-
tigen Patienten isoliert wurden, eine verminderte cAMP-Akkumulation feststellen.
Einige dieser Mutationen zeigen keine Verénderung in der cAMP-Akkumulation ge-
geniber dem Wildtyp [64]. Das anorexigene Signal des MC4R scheint sich somit
nicht allein in der G s-Kopplung des Rezeptors abzubilden.

Einen weiteren Hinweis auf zusétzliche Signalwege zeigt die Untersuchung der
Desensitivierung des MC4R. So ist diese zwar teilweise PKA-abhangig und somit an

die cAMP-Produktion gekoppelt, allerdings *ndet sie auch GRK- und N-Arrestin-
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Abbildung 1.6: D9ON-Mutation des humanen MC4R

Die D9ON Mutation des MC4R wurde aus adipésen Patienten mit metabolischem Syndrom iso-
liert. Bei dieser Mutation beendet sich in der zweiten Transmembrandoméne als 90. Aminosaure
Asparagin (N) anstelle von Aspartat (D). Dadurch ist bei gleicher Bindungsa“nitat zu Agonisten
die Agonist-bedingte cAMP-Steigerung aufgehoben. Auch AgRP bewirkt nicht die beim Wildtyp
beobachtbare Senkung der basalen cAMP-Produktion [23].

abhéngig und damit prinzipiell unabhangig von der Gs-Kopplung statt [141]. So
rekrutiert auch die D9ON-Mutation N-Arrestine, obwohl sie keine G-Proteine akti-

viert [13].

Der Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R)

Der MC3R wird im ARC, dem Ort der Perikarya der POMC-Neurone, exprimiert.
MC3R /- -Méause sind adip6s und hypoaktiv, allerdings nicht hyper- sondern hypo-
phagisch [18]. Selektive Agonisten am MC3-R bewirken beim Wildtyp eine Stei-
gerung der Nahrungsaufnahme [97]. Diese Befunde legen nahe, dass der MC3R
als Autorezeptor fungiert, dessen Aktivierung die MC-Produktion in den POMC-
Neuronen in der Form einer negativen Feedback-Schleife inhibiert und damit das
,Sattigungsgefuhl* unterdriickt. Bei den Knockout-M&ausen (MC3R ™ /- ) filhren dann
vermehrt produzierte Melanocortine tber MC4R-Aktivierung sowie eine Steigerung

der Leptin-Produktion durch die Adipositas zur relativen Hypophagie. Die Expres-
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sion des MC3R in anderen Hirnarealen erklart die Hypoaktivitat und Adipositas
der Méause als zusatzliche Wirkung abseits der Autorezeptorwirkung. Analog zum
MC4R werden auch beim MC3R die Signalwirkungen einer GKopplung zugerech-
net [54]. Die inhibierende Wirkung der MC3R-Aktivierung auf POMC-Neuronen,
welche untypisch fir Gs-Proteine ware, legt auch bei diesem Rezeptor die zusatzli-

che Aktivierung eines von der G-Kopplung unabhangigen Mechanismus nahe.

1.6.4 Agouti-related Peptide (AgRP)

1997 entdecktenOllmann et al. und Shutter et al. in Ubergewichtigen diabeti-
schen Méausen parallel diesen hypothalamischen Antagonisten am MC4R [115, 142].
AgRP ist ein 132 AS langes Protein, wovon allerdings nur der C-Terminus antagoni-
stische Elekte an Melanocortinrezeptoren bewirkt [176, 58]. In vivo wird das Protein
posttranslational in einen C-terminalen Abschnitt (83-132) sowie zwei N-terminale
Abschnitte gespalten [28]. Letztere konnten mogliche weitere Elekte auf die Regu-
lation des Korpergewichts haben, wirken aber nicht am MC4R [49]. Im Allgemeinen
wird, wie auch hier im Weiteren, mit AQRP eben jener auf MC4R wirksame C-
terminale Abschnitt 83-132 bezeichnet.

Analog zum Phanotyp bei Uberexpression von Agouti bei der Agouti-Maus [16]
fuhrt die transgene hypothalamische aber auch periphere Uberexpression von AgRP
zu Hyperphagie und Ubergewicht [52, 172]. Auch die i.c.v.-Injektion von AgRP er-
gibt einen Ubergewichtigen Phanotyp [131]. Weniger eindeutig ist der Phanotyp bei
Entfernung des Hormons. AgRP-Knockout-Mause sind nach Geburt iberraschen-
derweise normalgewichtig [126]. Altere Knockout-Mause werden dann aber doch
vermehrt untergewichtig [169]. Die Hemmung der AgRP-Produktion mittels RNA-
Interferenz fuhrt zur Verringerung des Kdrpergewichtes, allerdings bei normaler Nah-
rungsaufnahme [96]. Komplizierend zeigte sich zusatzlich, dass die gezielte Ablation
von AgRP-Neuronen im Méausen durchaus auch zur Verminderung der Nahrungsauf-
nahme fuhrt, dass diese verminderte Nahrungsaufnahme aber durch Hemmung von

MC-Rezeptoren, also den Rezeptoren an welchen die AgRP-Wirkung gezeigt wur-
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de, nicht aufgehoben wird [171]. Eine GABAerge Transmission der AgRP-Neurone
konnte diesen Elekt erklaren, da ein GABA-Agonist zur Steigerung der Nahrungs-
aufnahme in den Mausen mit der Ablation der AQRP-Neuronen fuhrte [170].

AgRP ist neben Agouti der einzige bekannte endogene Antagonist an GPCRs.
Neben rein kompetitivem Antagonismus am MC3R und MC4R zeigt AgRP eine Rei-
he von Eigenschaften unabhéngig von der Anwesenheit von Agonisten wie-MSH.
Hinweise darauf liefert schon das Vorenden von Projektionen der AgRP-Neuronen
auch zu solchen MC4R-exprimierenden Neuronen, welche keine Projektionen von
POMC-Neuronen empfangen [40]. Die pharmakologische Untersuchung des Rezep-
tors ergibt weitere Anhaltspunkte fir Melanocortin-unabhangige Signalwege des
AgRP. AgRP verringert in MC4R und MC3R Uberexprimierenden Zellen die basale
cAMP-Produktion, also in Abwesenheit von Melanocortinen. Es verringert zusétz-
lich die cAMP-Akkumulation von durch FSK stimulierte AZ [112]. Ebenso hemmt es
die cAMP-Produktion in Zellen mit einer konstitutiv aktiven Mutation des MC4R
[59]. Die Nachweise dieser eigenstandigen Wirkungen wurden als inverser Agonismus
von AgRP an MCR beschrieben.

Auch in vivo enden sich Melanocortin-unabhangige Wirkungen des AgRP. Die
i.c.v.-Injektion von AgRP in Mausen ohne POMC-Expression (POMC /- ) und so-
mit ohne Melanocortin in den Neuronen fiihrte zu einer deutlichen Gewichtszunahme
[155]. Unter Fasten kommt es bei Mausen zur Steigerung der AgRP-Synthese und
zur Hemmung der POMC-Synthese. Die deutlich gréf3ere Variabilitdt der Synthese
von AgRP verglichen mit der von POMC bei Veranderung des Nahrungsangebotes
betont seine Bedeutung fur die Regulation der Homdostase des Koérpergewichts am
MC4R [166].

Weitere Hinweise darauf, dass AgRP nicht nur reine antagonistische Wirkung
gegenuber Melanocortinen besitzt, ergibt die tUberraschenderweise gleichgerichtete
Wirkung von AgRP und Melanocortinen beztiglich der Desensitivierung von MC-
Rezeptoren [13].Fu et al. konnten zeigen, dass auf VMH-Neuronen AgRP und®-

MSH ebenfalls gleichgerichtete Wirkungen, hier im Sinne einer Inhibition der neura-
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len Aktivitat, austiben kdnnen [46]. AQRP kann somit synergistisch zub-MSH wir-
ken. Diese Befunde lassen sich nicht durch alleinigen inversen Agonismus des AgRP
auf MC-Rezeptoren erklaren, da hierdurch nur eine entgegengerichtete Wirkung ge-
genluber Melanocortinen erklarbar ware.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass AgRP sehr komplexe Wirkungen in-
nehat, sowohl auf makroskopischer Ebene, als auch auf Rezeptorebene, und dass
diese dilerenzierten Wirkungen nicht allein durch reinen Antagonismus oder rei-
nen inversen Agonismus an MC-Rezeptoren erklart werden kénnen. Ein molekularer
Mechanismus, welche diese AgRP-Wirkungen erklaren konnte, wurde bislang noch

nicht gefunden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Verstandnis der Signaltransduktion des MC4R ist in mehrfacher Hinsicht erstre-
benswert. Nicht nur seine zentrale Rolle in der Regulation der Energiehomdostase
des Korpers und seine weiteren wichtigen physiologischen Funktionen, sondern auch
seine Sonderstellung als dual regulierter Rezeptor durch endogene Agonisten und
Antagonisten machen ihn sowohl fiir klinische Fragestellungen zur Regulation pa-
thologischer Zustéande, wie Adipositas oder Kachexie, als auch fur das grundlegende
allgemeine Verstandnis der Pharmakologie von GPCRs interessant.

Eine Reihe von Hinweisen legt nahe, dass weitere Signalwege zusatzlich zug-G
Aktivierung an MC-Rezeptoren involviert sind. Eine zusatzliche Aktivierung von
G, -Proteinen legt die gefundene PTX-Sensitivitdt von B-MSH-bedingter ERK-
Aktivierung in HEK293-mMC4R-Zellen nahe [21]. Fraglich bleibt allerdings, ob die
Involvierung von Gj,, -Proteinen in endogen exprimierenden Zellen, wie den GT1-
7-Zellen eine Rolle spielt. Ein zusatzlicher Hinweis darauf, dass nicht nur die &
Aktivierung an MC4-Rezeptoren fir die Kérpergewichtsregulation entscheidend ist,
zeigen die Untersuchung von Mutationen des Rezeptors von adipdsen Patienten,
wobei auch Mutationen mit unveranderter, oder Uberraschenderweise sogar erhh-
ter Gs-Aktivitat in diesen Patienten gefunden werden konnten [65].

Aus diesen Griinden soll in meiner Arbeit eine dilerenzierte Untersuchung der G-
Proteinaktivierung von B-MSH und AgRP am MCA4R stattenden. Folgende Ansatze

sollen dabei Gegenstand der Untersuchung sein:

1. Die Etablierung eines GTPO®S-Assay soll die Untersuchung der G-
Proteinaktivierung von B-MSH und AgRP am MC4R ermdglichen.

2. Mittels cAMP-Assay sollen die Wirkungen von B-MSH und AgRP auf den

durch G-Proteine regulierten ,Second Messenger* cAMP beschrieben werden.

3. Durch die Verwendung von immortalisierten, hypothalamischen Neuronen
(GT1-7-Zellen) kénnen die Untersuchungen in einem physiologisch relevanten

Bezugssystem stattenden.
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4. Zur ldentiekation der durch den MC4R aktivierten G-Proteine werden ein

Gjjo -Protein-speziesches Toxin (Pertussistoxin) oder Antikorper verwendet.

5. Mit Hilfe der D9ON-Mutation des MC4R konnen aufgrund des Fehlens der am
Wildtyp etablierten G s-Aktivierung Ruckschlisse auf die Signaltransduktion

abseits von G; geschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden einen Einblick schalen in die
molekulare Physiologie der Kdrpergewichtsregulation und in die Pathologie von
Adipositas-assoziierten Mutationen. Sie sollen einen Beitrag leisten zur Diskussion
der modellhaften Beschreibung von GPCR-Wirkungen in Zellen und das Verstandnis
der Interaktion von B-MSH und AgRP am MC4R, sowie der allgemeinen Wirkung

von Liganden an Rezeptoren verbessern.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Aluminium-Chromatograee-Saulen Roth (Karlsruhe)

Bakterien-Inkubator

Bakterien-Schuttler
Brutschrank
Dowex-Chromatograse-Saulen
Feinwaage
Flissigkeitsszintillationszéhler
Zellsammler

Lichtmikroskop

pH-Meter

Photometer

Heraeus (Hanau)

Orbital Shaker, Thermo Electron
(Dreieich)

HERAcell, Heraeus, (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Sartorius 1264 MP, Steiner und Co. OHG,
(Giserfeld/Sieq)

Liquid Scintillation System LS

6000IC, Beckmann (Minchen)

Brandel MLR-24 TC
Zeiss (Oberkochen)

GPHR 1400A Digital pH-Meter,
Greisinger electronic GmbH (Regenstauf)

Bio Photometer 6131, Eppendorf
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(Hamburg)
Pipetten Gilson (Middelton, USA)
Sterilbanke Hera Safe, Heraeus (Hanau)
Vortex Vortex-Genie 2, Scientiec Industries
(New York, USA)
Ultra-Thurax Janke und Kunkel (lka Werk)
Wasserbader GFL 1083, Linco (Schwalbach)
Julabo MP, Linco (Schwalbach)
Zellkultur-Inkubator Forma Scientiec, Thermo Electron (Dreieich)
Zentrifugen Centrifuge 5417 R, Eppendorf (Hamburg)

Megafuge 1.0R, Heraeus (Hanau)
Multifuge 1 L-R, Heraeus (Hanau)
Sorvall L Zentrifuge RC-5 Sorvall
(Bad Nauheim)

2.1.2 \erbrauchsmaterialien

Combitips Eppendorf (Hamburg)
Mikro Schraubrohre (2 ml) Sarstedt (Nimbrecht)
Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt (NUmbrecht)
Pasteurpipetten Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen)

Pipettenspitzen (200 UL / 1000 UL)Sarstedt (Niimbrecht)

Reagenz- und Zentrifugenréhren  Sarstedt (NUmbrecht)

(15 ml, 50 ml)

Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt (Nimbrecht)
Szintillations-Gefalze (20 ml) Sarstedt (NUmbrecht)
Zellkultur-12-Loch-Platten Sarstedt (Nimbrecht)
Zellkultur-Schalen Sarstedt (Nimbrecht)
Zellkultur-Flaschen Sarstedt (Nimbrecht)
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Zellschaber Sarstedt (NUmbrecht)

2.1.3 Chemikalien

Agar-Agar Becton Dickinson (Heidelberg)
Ampicilin-Na-Salz Applichem (Darmstadt)

BSA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
CaCl, Roth (Karlsruhe)

DMEM PAA (Pasching, Osterreich)
DMSO Roth (Karlsruhe)

EDTA Roth (Karlsruhe)

Ethanol Roth (Karlsruhe)

FCS Gibco (Karlsruhe)

Forskolin (FSK)
HCL (32%)
HEPES
H3PO4
Imidazol

KT 5720
Metafecten
MgCl,

NaCl

NaOH
NP-40

PBS
Poly-L-Lysin

Proteinaseinhibitoren

Rotiszint eco plus

SDS

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Riedel de Haen (Seelze)
Roth (Karlsruhe)

Riedel de Haen (Seelze)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Biontex (Minchen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Riedel-de Haen (Seelze)
Merck (Darmstadt)

PAA (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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Szintillations,lissigkeit
TCA

Trypsin

ZeocinTM

2.1.4 Liganden

b-Melanozyten-

stimulierendes Hormon (®-MSH)
humanes Agouti-Related Protein
Fragment 86-132

(AgRP 86 132)

2.1.5 Radioaktive Molekule

2,8-3H-Adenin
GTP S

2.1.6 Losungen und Puler

Bradford-Stammlésung

Bradford-Arbeitslosung

GTP &°S-Assay-Puler

Imidazolpu'er

Roth (Kalsruhe)

Riedel-de Haen (Seelze)
PAA (Pasching, Osterreich)
Invitrogen, CA USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Peptide Institut inc.,

Osaka, Japan

Perkin Elmer, Boston

Perkin Elmer, Boston

100 ml Ethanol (96%),

200 ml Phosphorsaure (88%),

350 mg Serva Blue G,

bei RT abgedunkelt lagern

5 ml 85% Phosphorséaure,

2 ml Bradford-Stammldsung,

mit a.d. auf 50 ml aufgefullt

20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NacCl
10- 15 mM MgCly; 1 mM CacCl;,
0,1 M Imidazol, pH 7,4
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Lysis-Puler 5% SDS und 1% NP40 in a.d.
Membranpuler 5 mM Tris/HCI, pH 7,4, 2 mM EDTA
Solubilisierungpu'er 100 nM Tris, ph 7,4, 200 mM NaCL

1 mM EDTA, 1,25% NP-40
mit oder ohne 0,2% SDS

2.1.7 Antikorper

Anti-G by Santa Cruz (sc-383)
Anti-G b1 Santa Cruz (sc-13533)
Anti-G B2 Santa Cruz (sc-13534)
Anti-G b3 Santa Cruz (sc-262)
Anti-G B, Santa Cruz (sc-13532)
Anti-G By Santa Cruz (sc-136143)
Anti-G Dy Santa Cruz (sc-136181)
Anti-G b, Santa Cruz (sc-388)

2.1.8 Zellen und Nahrmedien
HEK293-Zellen

Aus humanen embryonalen Nierenzellen, der Zelllinie HEK293, wurde eine HEK293-
hMC4R- und eine HEK293-D90N-Zelllinie etabliert. Bereits zuvor verwendete und
charakterisierte HEK293-hMC4R- und HEK293-mMCA4R-, sowie eine HEK293-
hMC3R-Zelllinie wurden ebenfalls verwendet [13]. Sie wachsen adhérent als ein-
schichtiger Zellverband und haben eine durchschnittliche Verdopplungszeit von 18

Stunden [51, 130].
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GT1-7-Hypothalamuszellen

GT-Zellen sind neuronale Zelllinien des Hypothalamus, welche 1990 voMellon et

al. im Zuge der genetisch gezielten Tumorigenese in transgenen Mausen entwickelt
wurden. Man unterscheidet die GT1-1- von den GT1-7-Zelllinien. Beide exprimie-
ren endogen den MC4-Rezeptor, dessen Bindungsa'nitaten fulb-MSH sowie AgRP
mit den Werten fur den humanen MC4R Ubereinstimmen. Zusatzlich wurde fur die
GT1-7-Zelllinie eine endogene Expression des MC3-Rezeptors ermittelt, allerdings
in deutlich geringerem Ausmalf [34, 82]. Diese Zelllinien wurde bereits vielfach ein-
gesetzt zur Untersuchung ganz unterschiedlicher neuronaler Prozesse in endogen

exprimierenden Zellen [48, 39, 11]

2.1.9 Bakterien

Es wurden Escherichia coli-Bakterien (E.coli) des Stammes DHB verwendet.

2.1.10 Plasmide

Es wurden die bereits beBreit et al. beschriebenen Plasmide fir mMC4R, hMC4R,

hMC3R und D90ON-MC4R verwendet [13].

2.2 Methoden

2.2.1 Vervielfaltigung und Aufreinigung der Plasmide
Transformation und Kultivierung kompetenter DH5 b-E.-coli-Bakterien

Mithilfe der Hitzeschock-Methode kdnnen Bakterien mit einer gewtinschten Plasmid-
DNS transformiert werden. Durch Erhitzen der Bakterien wird die Membran durch-

lassig fur die Plasmid-DNS, die sich ebenfalls in der Suspension beendet. Ei-
ne anschlieBende Selektion der transformierten Bakterien erfolgt mithilfe eines
Antibiotika-Resistenz-Gens, welches sich auf dem Plasmid beendet. Es wurden 50

U kompetente DH5D-E.-coli-Bakterien mit 0,3 — 0,5 Ug Plasmid-DNS versetzt und
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fur 30 Minuten bei 4i C inkubiert. Es folgte der Hitzeschock im Wasserbad (42C)
fir 90 Sekunden. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 5 Minuten bei '4C wur-
den der Probe 250U SOG-Medium zugesetzt. Die Zellsuspension wurde auf einer
LB-Agarplatte (1,5% Agar und 0,1 mg/l Ampicillin in LB-Medium, pH 7,4) ausge-
strichen und fiir mindestens 8 Stunden im Brutschrank (37 C) bebriitet. Von den
so gezichteten Kolonien wurden Anteile in einen mit 100ml LB-Medium (10 g/l
Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 0,1 mg/l Ampicillin in H20 a.d., pH 7,4)
befiillten Kolben tiberfiihrt und bei 37! C und 225 rpm {iber mindestens 8 Stunden

in einem Schittelinkubator inkubiert.

Aufreinigung der Plasmide

Zur Isolierung der vervielféltigten Plasmide aus den transformierten DH®-E.-coli-
Bakterien wurde ein alkalisches Lyseverfahren verwendet. Diese Aufreinigung der
Plasmide fur eine anschlieBende Transfektion erfolgte mithilfe eines Midi-Praps des
+Plasmid-DNA-Puriecation-Kit* der Firma Machery-Nagel GmbH u. Co. KG, Du-
ren. Die Bakteriensuspension wurde bei 5000 g und € fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und der Niederschlag in 8 ml des Pulers S1 resus-
pendiert. Nach Zugabe der S2-Puler wurden die Proben 5 Minuten bei RT inkubiert.

8 ml kalten S3-Pulers wurden zugefligt und die DNS von den denaturierten Bak-
terienproteinen mithilfe eines Papierslters getrennt. Das hierbei entstandene klare
Filtrat wurde auf eine, zuvor mit 2,5 ml N2-Puler (10 mM Tris, 15% Ethanol, 900
mM Triton-X-100, pH 6,3 eingestellt mit H 3P0,4) aquilibrierte Nucleobond-Saule ge-
geben. Nach zweimaligem Waschen mit je 10 ml des Pulers N3 (100 mM Tris, 15%
Ethanol, 1,15 M KCI, pH 6,3 eingestellt mit H3PO,4) wurde die DNS mit 5 ml des
Pulers N5 (100 mM Tris, 15% Ethanol, 1,15 M KCI, pH 8,5 eingestellt mit H 3P0,4)
eluiert und mit 3,5 ml Isopropanolol prazipitiert. Nach erneuter Zentrifugation von
30 Minuten bei 4 C und 15.000g wurde der Uberstand abgegossen und die Proben
mit Ethanol (70%) aufgeschuttelt. Wieder folgte eine Zentrifugation der Proben (30

Minuten bei 11.000 g). Der Uberstand wurde abgegossen und die Proben an der
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Raumluft getrocknet. AnschlieRend wurde die ausgefallte DNA in Membranpuler
aufgenommen und photometrisch die Reinheit der Praperation durch Berechnung
des Quotienten aus ODgo und OD2gp und die Konzentration der DNA durch Mes-
sung bei ODygg ermittelt. Praperationen mit einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0

wurden verwendet.

2.2.2 Zellkultur
Beschichtung von Zellkulturplatten mit Poly-L-Lysin.

Poly-L-Lysin erhéht die Adhérenz von Zellen an Ober,achen. Das Poly-Kation Poly-
L-Lysin wird an die Ober,ache der Zellkulturplatten adsorbiert und ist mit den
positiv-geladenen Aminogruppen seiner Lysinreste Bindungspartner flr negativ ge-
ladene Bestandteile der extrazellularen Matrix von Zellen. Die Poly-L-Lysinldsung
(100 mg/ml, gelagert bei -20' C) wurde aufgetaut und anschlieBend in jedes Loch
einer 12-Loch-Zellkulturplatte 0,5 ml 37 C warmes Poly-L-Lysin gegeben. Nach 30
min Inkubation bei RT wurde das nicht adsorbierte Poly-L-Lysin abgesaugt und die

benetzten Flachen wurden kopfuber zur Trocknung fir mind. 12 h bei RT gelagert.

Kultivierung der eukaryotischen Zellen

Die HEK293-Zellen wurden in DMEM (,high glucose®) mit 5% FCS und Penicil-
lin und Streptomycin (1:100) kultiviert. Fur die GT1-7-Zellen wurde DMEM (high
glucose) mit 10% FCS und Penicillin und Streptomycin (1:100) verwendet. Beide
Zelllinien wuchsen als adharente Zellmonolayer in 175 cfZellkultur,aschen in ei-
ner 37 C warmen, wasserdampfgesattigten und 5% C@ enthaltenden Atmosphére.
RegelméaRiges Vereinzeln der Zellen hielt die Zellen stetig in der Proliferationspha-
se. HEK293-Zellen konnten alle 2-3Tage, GT1-7-Zellen aufgrund ihrer wesentlich
niedrigeren Teilungsgeschwindigkeit alle 7-10 Tage vereinzelt werden. Hierzu wur-
de das Nahrmedium abgesaugt, die Zellschicht vorsichtig mit 10 ml vorgewarmter
PBS-Lo6sung gewaschen und anschlieBend mit 3-4 ml Trypsinldsung fur 3 min bei

37 C inkubiert. Trypsin katalysiert als Protease den Abbau der extrazelluldren Ma-
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trix, welche die Adhasion der Zellen am Untergrund und untereinander vermittelt.
Die anschlieRende Minderung der zytotoxischen Wirkung des Trypsins wurde durch
starke Verdiinnung erreicht. Von den abgelésten Zellen wurde durch Zugabe von
20 ml PBS, 3 miniitiger Zentrifugation bei 800 rpm, Absaugen des Uberstandes
und anschlieBender Resuspension des Zellhaufens in Nahrmedium, ein Grof3teil der
Trypsinldsung entfernt. Die so gereinigte Zellsuspension konnte dann auf 150 mm
Zellkulturschalen fur die Membranpraparation (s.u.) oder auf mit Poly-L-Lysin be-
schichtete 12-Loch-Zellkultur-Platten fir den cAMP-Assay (s.u.) Ubertragen wer-
den. Ein Rest der Zellsuspension verblieb zur weiteren Vermehrung in einer neuen

Zellkultur,asche. So abgeltste Zellen konnten aul3erdem kryokonserviert werden.

Kryokonservierung und Auftauen der eukaryotischen Zellen

Zur Konservierung der Zellen wurde der gereinigte Zellhaufen anstatt in N&ahrme-
dium in FCS mit 10% DMSO resuspendiert und zu Aliquots a 1 ml in eisgekihlte
Mikro-Schraubréhrchen tberfiihrt. Diese wurden 24 h bei 20C und weitere 24 h bei
- 80 C aufbewahrt, bevor sie dann in ,iissigem Sticksto! dauerhaft gelagert wurden.
Das DMSO vermindert, gemeinsam mit dem langsamen Temperaturerniedrigung, die
Bildung von zellschadigenden Eiskristallen. Zum Auftauen von gelagerten Aliquots
empeehlt sich, nicht wie beim Einfrieren ein langsames und stufenweises, sondern ein
zugiges Vorgehen in einem Schritt. Der Inhalt eines Mikro-Schraubréhrchen wurde,
sobald er durch Erwarmen im Wasserbad (37C) im Réhrchen mobilisierbar, aber
noch bevor er vollstéandig aufgetaut war, in 150 mm Zellkulturschalen mit 20 ml
vorgelegtem 37C warmen Nahrmedium geschittet. Im vorgewarmten Nahrmedium
taute ein Aliquot so innerhalb weniger Sekunden auf. Zur Entfernung des zytotoxi-
schen DMSO von den Zellen wurde nach 24 h im Zellinkubator das Nahrmedium

gewechselt.
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2.2.3 Transfektion von HEK293-Zellen zur transienten und stabilen

heterologen Expression

Zur Expression des MC4R des Menschen und der D90N-Variante in HEK293-Zellen
musste der entsprechende Plasmid-Vektor mit der kodierenden pcDNA in die Zellen
eingebracht werden. Das Prinzip der Transfektion beruht auf der Methode der Repul-
siven Membran-Azidolyse-Technik (RMA). Hierfur wird zun&chst ein Komplex aus
zu transezierender pcDNA und dem amphiphilen polykationischen Transfektionsrea-
genz Metafecten gebildet. Dieser sogenannte ,Lipoplex* kann dann von den Zellen
durch Endozytose aufgenommen werden und beendet sich anschlieRend in einem
intrazellularen Endosom. Das durch Protonenpumpen verursachte saure Milieu des
Endosoms sowie die Pulereigenschaft des kationischen Lipoplex verursachen einen
hohen osmotischen Druck innerhalb des Endosoms. Hierdurch wird die Endosomen-
struktur zerstoért und der DNA-Metafecten-Komplex wird ins Zytosol freigesetzt.
Durch die abstoRenden Krafte zwischen Endosom und Lipoplex wird der Vorgang
erleichtert. Eine protonierbare basische Gruppe nahe den lipophilen Anteilen der
kationischen Lipide fuhrt zur Entwicklung eines sauren Milieus im spaten Endosom.
Hierdurch werden die Strukturen des DNA-Metafecten-Komplexes gelockert und die
DNA liegt frei im Zytosol.

In meiner Arbeit wurden auch den humanen MC4R transient exprimierende
HEK293-Zellen verwendet. Die Transfektion der HEK293-Zellen mit der fir den Re-
zeptor entsprechenden pcDNA wurde 2 Tage vor der Membranpraperation durch-
gefuhrt. Hierfir wurden zunéchst die Anséatze fur die jeweilige DNA vorbereitet
und je Ansatz zwei Mikrordhrchen (Sarstedt, Numbrecht) mit je 100 Ul serumfreiem
DMEM befiillt. In eines der beiden Mikroréhrchen wurden 5 Ug der zu transezie-
renden DNA vorgelegt. In das zweite Mikroréhrchen wurde die dreifache Menge
an Metafectene (DNA/Metafectene, 1:3) pipettiert. Beide Ansatze wurden vereinigt
und nachfolgend 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die DNA-
Metafecten-Komplexe auf die Zellen gegeben und anschliel3end im Brutschrank 6 h

bei 37 C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel mit Nahr-
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medium durchgefuihrt, und die Zellen wurden weitere 48 h im Brutschrank kultiviert.
Die fur die Arbeit benétigten HEK293-Zellen, welche den D90N-Rezeptor sta-
bil exprimieren, wurden zuné&chst nach dem oben beschriebenen Verfahren transe-
ziert. Um stabile Zelllinien zu gewinnen, wurde am Ende des Vorgangs beim Me-
diumwechsel Zeocin-haltiges DMEM-Medium (400Ug/ml) verwendet. Zeocin, ein
Phleomycin-D1-Derivat, ist ein wasserldsliches, kupfer-chalatiertes Glykopeptid, wel-
ches ausStreptomyces verticillusgewonnen wird. Bei der chelatierten Form handelt
es sich um die inaktive Variante des Zeocins, welche bei der Aufnahme in die Zelle
durch Reduktion des Kupfers in die aktive Form Uberfuhrt wird. Das von der Zelle
aufgenommene Zeocin wirkt zytotoxisch durch Bindng an DNA. Erfolgreich trans-
«zierte Zellen verfiigen durch das Plasmid Uber ein Zeocin-Resistenz-Gen. Dabei
handelt es sich um das fir ein Resistenzprotein kodierende Sh-ble-Gen (Streptoal-
loteichus hindustanus bleomycin Gen). Nach der Translation bindet und inaktiviert
es das Zeocin [33]. Die Kulturen wurden anschliesend 2 Wochen im Zeocin-Medium
herangezichtet. Kolonien, die Uber kein Zeocin-Resistenzgen verfligten, also nicht
transeziert waren mit dem Plasmid, welches auch fir den D90ON-Rezeptor kodiert,
starben hierbei ab. Die durch diese Transfektion entstandene Zellpopulation wurde

mittels Ober,achen-Elisa auf die Expression des Rezeptors getestet.

2.2.4 Behandlung der Zellen mit PTX

Zur Hemmung PTX-sensitiver G-Proteine wurden die Zellen fur 12-16h in einem
Nahrmedium mit 100ng/ml PTX im Brutschrank kultiviert.

2.2.5 cAMP-Akkumulations-Assay

Der cAMP-Akkumulations-Assay eignet sich zur Untersuchung der stimulusinduzier-
ten, intrazellularen Akkumulation des ,Second Messengers" cAMP [133]. Der Abbau
von cAMP wird dabei durch den Subtyp-unselektiven PDE-Hemmer 3-Isobutyl-1-
MethylIxanthin (IBMX) unterdriickt, sodass das von AZ produzierte cAMP akkumu-

liert. Die Zellen wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichtete 12-Loch-Zellkulturplatten
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in je 1ml Nahrmedium pro Loch gegeben. Nach Anheftung der Zellen am Platten-
grund konnte 1UCi/ml Tritium-markiertes Adenin (2,8- 2H-Adenin) dem Medium
beigefugt werden. Die Zellen nehmen das Adenin auf und versto!wechseln es zu
ATP, welches wiederum Ausgangssto! fur die cAMP-Produktion durch die AZ ist.
Es entsteht somit bei AZ-Aktivierung vermehrt radioaktives 3H-cAMP in den Zellen.
AZ-Aktivitdt kann durch GPCRs mittels G-Proteine reguliert werden. Eine direk-

te Aktivierung von AZ unter Umgehung der Signaltransduktion der G-Proteine ist
durch die Behandlung mit FSK méglich. Nach 4 h Inkubation bei 37 C im Zellin-
kubator wurde das radioaktive Nahrmedium abgesaugt. Die Stimulation der Zellen
erfolgte mittels Zugabe von 1 mM IBMX- haltigem DMEM mit oder ohne Ligand
bzw. FSK. Nach 30 minltiger Stimulationsphase wurde das Medium samt Liganden
entfernt und mit 1 ml eiskalter 5%iger Trichloressigsaure (TCA) die Akkumulation
gestoppt und die Ioslichen Zellkomponenten extrahiert. Die Zellen werden hierbei
chemisch durch die Saure und physikalisch durch die Kalte aufgeschlossen und in-
trazellulares radioaktives 3H-cAMP, 3H-ATP, 3H-ADP, 3H- AMP, 3H-Adenosin und
3H-Adenin wird frei. Zur Trennung des 3H-cAMP von seinen Vorstufen wurde eine se-
quenzielle Saulenchromatographie mit Dowex- und Aluminiumoxid-Saulen genutzt.
Hierbei nutzt man die hohere A"nitat von zyklischen Nukleotiden zu Aluminiu-
moxid (AIO ;). Die Dowexsaulen waren zur Vorbereitung mit 10 ml 1 M HCI und
10 ml a.d., die Aluminiumoxid-Saulen mit 10 ml 0,1 M Imidazolpuler gewaschen
worden. Das Extrakt wurde nun auf die regenerierten Dowexséaulen gegeben, deren
Auslaufe in vorbereitete SzintillationsgeféaRe mindeten. In diese Gefalle wurde nun
mit 4ml a.d. die unspeziesche Radioaktivitat ausgewaschen. Diese wurde in 12 ml
Szintillationslésung mit dem Flissigkeitsszintillationszahler gemessen. Die Dowex-
séulen wurden dann mit ihren Auslaufen Uber die Aluminiums&ulen positioniert und
mit 10 ml a.d. in diese eluiert. Nach dem vollstandigen Durchlauf des Eluats durch
die Aluminiumsaulen, wurden diese mit 1 ml Imidazolpu'er gewaschen und danach
Uber weitere vorbereitete SzintillationsgeféalRe positioniert und mit 5ml Imidazolpuf-

fer eluiert. Auch diesen Gefal3en wurde 12 ml Szintillations,Ussigkeit zugegeben und

50



2. Material und Methoden

die Radioaktivitat durch den Flussigkeitsszintillationszahler gemessen.

2.2.6 Praparation von totalen Zellmembranfraktionen

Zellen, die zur Gewinnung von Membranen zwecks Verwendung in einem GTE°S-
Assay vorgesehen waren, wuchsen auf 150 mm Zellkulturschalen bis zu einer Be-
deckung des Schalenbodens von 60-80% heran. Nach Entfernung des Nahrmediums
(evtl. inkl. PTX), wurde die Zellschicht mit 2 ml PBS/2 mM EDTA vom Schalen-
untergrund abgeldst. Die fester adharenten GT1-7-Zellen mussten zusatzlich mecha-
nisch mit einem Zellschaber vom Untergrund geldst werden. Das EDTA bindet als
Chelatbildner 2fach positiv-geladene Calciumionen, welche durch lonenbindungen
Anteil an der Adhasion der Zellen am Untergrund haben. Der Nachteil der Verwen-
dung von Trypsin zum Ablésen der Zellen ware die Zerstdrung von Proteinen durch
die Protease. Um die bei der folgenden Lysis frei werdenden zelleigenen Proteasen
zu hemmen, wurde die weitere Praparation bei 4C ausgefiihrt. Die entstandene
Zellsuspension wurde darum in 10 ml eiskalten Membranpuler tberfuhrt. Es folgte
die Zerkleinerung der Zellen mittels 20 sekiindiger Ultra-Thurax-Behandlung. Um
den Zellkern und groéRere Zellorganellen von den kleineren Zellmembrananteilen der
Suspension zu trennen, wurde der Ansatz 10 min bei 800 rpm und! € zentrifu-
giert. Aus dem Uberstand wurden nun durch 20 min Zentrifugation bei 12000 rpm
der Zellmembrananteil gewonnen. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren des
Membran-Pellets mit 500 U Membranpuler konnte eine gute Resuspendierung er-
reicht werden. Nach Bestimmung des Proteingehaltes im Ansatz (s.u.) wurde die
Proteinkonzentration auf 1 mg/ml eingestellt und der Ansatz entweder gleich im
GTP O®S-Assay verwendet oder in Aliquots a 2500g (250 Ul) eingefroren. Hierzu
wurden die Aliquots einige Sekunden in ,lssigen Sticksto! gehalten und dann bei

- 80 C gelagert.
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2.2.7 Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode

Um eine aquivalente Membranmenge in den Aliquots zu gewahrleisten, wurde die
Proteinkonzentration bestimmt. Hierbei kommt es zur Reaktion des in der Bradford-
I6sung enthaltenen Farbstoles Coomassie-Blau (Serva Blau G) mit basischen Ami-
nosauren. Im sauren Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum hin zu 595 nm.
Die Messung der Absorption bei dieser Wellenlange erméglicht die Konzentrations-
bestimmung. Die Verdiinnungsreihe einer BSA-L6sung (bovines Serumalbumin) mit
Endkonzentrationen von 20-80Ug BSA/ml diente zur Erstellung einer Eichgeraden.
Von jeder Verdinnungsstufe wurden jeweils 10001 der Lésung in ein Mikroréhr-
chen iberfihrt, in das zuvor 900Ul der Bradford-Arbeitslésung vorgelegt worden
waren. Die Gesamtldsung wurde gut vermengt und anschliesend in eine Messkuvet-
te Uberfuhrt. Die Proben wurden dann photometrisch (Spektrometer Urikon 930,
Kontron Instruments, Neufahrn) bei einer Absorption von 595 nm gemessen. Die zu
prufenden aus der Membranpréperation stammenden Proben wurden analog gemes-
sen. Aus jeder Probe wurden 1001 entnommen, 90 U Membranpu'er und 900 Ul
Bradford-Arbeitslésung hinzugegeben, vermengt und anschlieRend gemessen. Mithil-
fe der Eichkurve konnte so die Gesamtproteinmenge der jeweiligen Proben berechnet

werden.

2.2.8 GTP O®S-Assay

Im Verlauf des GTP(P°S-Assays wird in der totalen Zellmembranfraktion von Zel-
len die G-Protein-Aktivierung durch einen Stimulus untersucht. Hierzu wurden 25
Ug/ml Membranen in Assaypuler inklusive 1-10 UM GDP und 0,1 nM GTP O®S
mit oder ohne Ligand (z.B. 1 UM MSH oder 100 nM Agrp) fiir 30 min bei 30 C
inkubiert. Dabei wurden die Membranen im Assaypu'er mit 1-10 UM GDP 5 min
bei RT vorinkubiert. Durch diese hohe GDP-Konzentration wird das Gleichgewicht
zwischen GDP- und GTP-gebundener Form der G-Proteine zugunsten der GDP-
gebundenen Form verschoben. In dieser inaktiven heterotrimeren Form kann das

G-Protein durch den GPCR aktiviert werden, d.h. das System wird durch die ho-
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Abbildung 2.1: Eichgerade zur photometrischen Proteinbestimmung nach
Bradford
Aus der Verdiinnungsreihe einer Proteinldsung aus bovinem Serumalbumin (BSA) in Dreifachbe-

stimmung wurde eine Eichgerade zur Proteinbestimmung in Membranpraperationen ermittelt.

he GDP-Konzentration in eine ideale Ausgangslage fir eine Aktivierung versetzt.
Wird nun GTP &S dazu gegeben, kommt es an der aktiven Form des GPCR (R*)
nach Dissoziation des GDP aus dem G-Protein-Heterotrimer zur Bindung des radio-
aktiven GTP-Analogs. Das somit aktivierte G-Protein spaltet sich in GBGTP G°S
und GNO Da das GTPO®S aufgrund seinerO-Thiophosphat-Bindung zwar von G-
Proteinen gebunden, aber nicht hydrolytisch gespalten werden kann, akkumuliert
membrangebundenes ®GTP O*®S). Das G-Protein kann nicht zur heterotrimeren
Form reassoziieren. Die Menge der Akkumulation von radioaktivem ®(GTP (°S)
ist folglich abhéngig von der Menge an GPCRs in aktiver Form (R*). Da diese
aktive Form (R*) gemal des TCM durch Agonisten stabilisiert wird, fihren Agoni-
sten als Liganden im GTPGS-Assay zu vermehrter Akkumulation des radioaktiven
GDBGTP C°S.

Zur Trennung der membrangebundenen Radioaktivitat im GBGTP O*°S von der
I6slichen Radioaktivitat eignen sich zwei Methoden.

Bei der Zentrifugationsmethode wurden die Ansatze 15 min. bei 13000rpm zen-

trifugiert, der Uberstand sorgféltig abgesaugt und das Membran-Pellet in 4000
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Lysis-Puler aufgelost. Das Lysat wurde in Szintillationsrohrchen mit 4 ml Szintil-
lations,Ussigkeit gegeben. Die Radioaktivitat in den Proben konnte dann gleich im
Flussigkeitsszintillationszéhler gemessen werden.

Bei der Filtrationsmethode wurden die Anséatze in einem Harvester sltriert. Die
Filter wurden anschlielend dreimal mit je 1,5 ml a.d. gespult. Danach mussten die
Filter in den Szintillationsrohrchen in 3 ml Szintillations,lUssigkeit 12 - 16h bei RT
inkubieren, damit sich die Radioaktivitat in der Szintillations,lssigkeit l6ste.

Zur Unterscheidung zwischen speziesch und unspezissch gebundenem GTF°S
wurde die Verdrangung von GTPO®S durch hohe Konzentrationen von nicht ra-
dioaktivem GTP CS, bzw. einem anderen nicht radioaktiven Nukleotid, wie ATP,
verwendet. Die Menge der nach Verdrangung verbleibenden, unspeziesch gebunde-
nen Radioaktivitat verhalt sich proportional zur verwendeten Membranmenge und

dient somit zur Kontrolle der Verwendung aquivalenter Membranmengen.

2.2.9 Immunpréazipitation

Zur Identiskation der G-Proteine, in welche der GTP O**S-Einbau stattgefunden hat,
wurden die G-Proteine nach dem GTRO*®S-Assay mittels GD-Subtyp-speziescher
Antikorper prazipitiert. Der GTP (*°S-Assay wurde hier pro verwendetem Antikor-
per mit 50 Ug Membranen in 1 ml Assay-Puler inklusive 10 UM GDP und 1 nM
GTPO*®S mit B-MSH und AgRP 45 min bei 30 C inkubiert. Nach 5 minitiger
Zentrifugation bei 13000 rpm konnte der Uberstand abgesaugt und die Membra-
nen wahrend einer einstiindigen Inkubation bei 4C in 50 Ul Solubilisierungspu!er
mit SDS aufgelést werden. Nach erneuter 5 minttiger Zentrifugation bei 13000 rpm
wurden dann 50 Ul des Uberstandes zu 500 Solubilisierungspuler ohne SDS in-
klusive der Antikdrper in 1:100 Verdiinnung, sowie ZOUg Protein-G-Beads, 0,2 %
BSA und Proteinaseinhibitoren. Die Protein-G-Beads sind kleine Kunststo!kugeln,
welche die Antikdrper binden und so mittels Zentrifugation die Antikérper vom Me-
dium getrennt werden kdnnen. Nach Inkubation Uber Nacht in Rotation werden die

Protein-G-beads 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
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die Beads dreimal mit 1 ml Solubilisierungspu'!er ohne SDS und anschlieRender 5
miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm gewaschen. Dann werden die Beads in 400
Solubilisierungspu'er ohne SDS aufgenommen und die verbleibende Radioaktivitat

wird mit 3 ml Szintillations,lUssigkeit in Szintillationsréhrchen quantisziert.

2.2.10 Quantiezierung der Radioaktivitat durch Flussigkeitsszintil-

lation

Die N-Strahlung der verwendeten Isotope®®S und 3H ist direkt proportional zur An-
zahl der emittierenden Molekiile, wobei ein GTRO*>S mit einem 3°S und ein Adenin
mit zwei 3H-Atomen markiert ist (2,8- 3H-Adenin). Die N-Strahlung der Isotope be-
dingt in der Szintillations,lssigkeit eine zur Strahlung proportionale Lichtemmission
mit einem isotoptypischen Spektrum. Mittels eines Photomultipliers wird im Flus-
sigkeitsszintillationsz&hler dann die Emission dieses Spektrums vermessen und damit
quantiezierbar. Das Gerét berechnet aus den ,counts per minute" (CPM) isotop-
abhéangig die ,disintegration per minute* (DPM). Hierzu wurden die Proben aus
dem cAMP-Akkumulations-Assay 1 min pro Probe gemessen, die Proben aus dem
GTP O*S-Assay 5 min pro Probe im jeweils isotoptypischen Spektrum. Aufgrund der
Proportionalitéat von Lichtemission zur Molekilzahl lassen sich Signalverdnderungen
direkt in die Veranderung der Menge an enthaltenem GTRO®S bzw. 2,83H-cAMP
umrechnen. Die Menge GTRO®S wurde in fmol/mg Protein/h angegeben. Um beim
cAMP-Assay die produzierte Menge cAMP Zellzahl-unabhangig angeben zu kénnen
wurde das Verhaltnis der spezisschen Radioaktivitat ((H-cAMP) zur von den Zel-
len aufgenommenen GesamtradioaktivitattH-cAMP, 3H-ATP, 3H-ADP, 3H- AMP,
3H-Adenosin und 3H-Adenin) als cAMP-Ratio ermittelt.

2.2.11 Statistische Methoden und Auswertung

Zur Auswertung wurde Graphpad prism 4.0-Software verwendet. Dosiswirkungskur-
ven wurden mittels nichtlinearer Regression aus den Messpunkten berechnet. Im

zweiseitigen T-Test anhand der p-Werte als signiskant erkannte Signalunterschie-
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2. Material und Methoden

de werden in drei Signickanzniveaus angegeben. Das 95% Konedenzintervall (KI)

wird in Klammern hinter dem errechneten arithmetrischen Mittel der Messwerte

angegeben.
* p ® 0.05
* p ® 0.01
il p ® 0.001

Tabelle 2.1: Signiskanzniveaus aus p-Werten
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Kapitel 3
Ergebnisse

3.1 cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen

Zur Untersuchung der Gs-Kopplung am murinen MC4R wurde die Wirkung von B-
MSH und AgRP auf die cAMP-Produktion in HEK293-mMCA4R-Zellen untersucht,
welche den Rezeptor stabil exprimieren.

Der hierzu verwendete cCAMP-Assay ist eine weit verbreitete Methode zur Unter-
suchung von G-, sowie Gy, -gekoppelten Rezeptoren [133, 174]. Durch Messung eines
Second Messengers, also an distalerer Stelle in der Signalkaskade als die G-Protein-
Aktivierung, ermoglicht die stattgehabte Ampliskation des Signals eine hdhere Sen-
sitivitéat dieser Messmethode. Gleichzeitig bedeutet die ,Ferne” vom Rezeptor aber
auch einen Verlust an Spezistat fur einen bestimmten molekularen Mechanismus, da
die Integration unterschiedlicher Mechanismen Anteil an der Wirkung des Rezeptors
auf die cAMP-Akkumulation haben kann.

In nativen HEK293-Zellen, die den Rezeptor nicht exprimieren, bewirkenb-MSH
und AgRP keine signickante Veranderung der basalen cAMP-Produktion. Wie zu
erwarten fur einen Agonisten am MC4R bedingtB-MSH in mMC4R-exprimierenden
HEK293-Zellen eine deutliche Steigerung der cAMP-Produktion. AgRP hingegen
bedingt, wie flr einen inversen Agonisten am MC4R zu erwarten, eine Senkung der

basalen cAMP-Produktion. Die Verdnderungen der cAMP-Produktion durch B-MSH
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3. Ergebnisse

und AgRP in diesen Zellen sind folglich rezeptorbedingt (Abb. 3.1).

Der Vorteil der Verwendung des murinen MC4R liegt in der besseren Vergleich-
barkeit mit bereits publizierten Ergebnissen, in welchen Untersuchungen des murinen
gegenuber Untersuchungen des humanen Rezeptors Uberwiegen. AuRerdem ermdg-
licht es den direkten Vergleich der Ergebnisse aus den Uberexprimierenden HEK293-
Zellen mit denen aus GT1-7-Zellen der Maus, welche exakt den gleichen Rezeptor
endogen exprimieren. Zusatzlich ist anzumerken, dass das Melanocortinsystem seit
den Knocheneschen evolutionar konserviert und bei allen Vertebraten vorzuenden
ist [43]. Somit stellen Nagetiere einen sehr guten Modellorganismus fir die Unter-
suchung dieses Systems dar und die an ihnen gefundenen Ergebnisse legen analoge

Ergebnisse bei der physiologischen Regulation im Menschen nahe.

HEK 293 mMC4R

5000~ 5000-
40004 4000+ L Dbl
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1000+ = < 1000- . E=3FsK

& 200- = 200 —

a a2

Toall el

Abbildung 3.1: Rezeptorbedingte cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-

Zellen

Nicht transezierte HEK293-Zellen (links) und den murinen MC4R exprimierende HEK293-mMC4R-
Zellen (rechts) wurden mit 100 nM AgRP, 1 UM B-MSH und 50 UMM FSK stimuliert und die

cAMP-Akkumulation im cAMP-Assay gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse eines exemplari-

schen Experiments, durchgefiihrt in Dreifachbestimmung.

Die basale cAMP-Produktion ist von der AZ-Aktivitat der unstimulierten Zel-

len abhéngig. Diese Aktivitat wird durch die Gesamtheit aller mit stimulierenden
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3. Ergebnisse

oder inhibitorischen G-Proteinen gekoppelten GPCRs der Zellen beein,usst. Die
mMC4R-uberexprimierenden Zellen, welche somit eine héhere GPCR-Menge besit-
zen, unterscheiden sich in der basalen cAMP-Produktion allerdings nur geringfugig
von den nativen Zellen. FSK aktiviert direkt AZ und bewirkt eine deutliche cAMP-
Akkumulation sowohl in mMMC4R-exprimierenden als auch in den nativen Zellen. Fur
die FSK-induzierte cAMP-Produktion ist somit keine Uberexpression eines Rezep-
tors notwendig, obgleich in den mMC4R-exprimierenden Zellen die FSK-induzierte
cAMP-Produktion deutlich gré3er ist als in den nativen Zellen. Eine Erklarung hier-
fur liegt in der Annahme, dass FSK die AZ gegeniber stimulierenden G-Proteinen
sensitiviert, sodass FSK in Zellen mit hoherer basaler Aktivitat von stimulieren-
den G-Proteinen, wie etwa bei Uberexpression eines &yekoppelten Rezeptors, eine
starkere AZ-Aktivierung bedingt.

Zur Untersuchung der Potenz von AgRP-bedingter Senkung der basalen cAMP-
Produktion wurden HEK293-mMC4R-Zellen mit ansteigenden Konzentrationen von
AgRP behandelt und die Messwerte auf die basale cAMP-Produktion hin normiert.
Es zeigt sich eine sigmoidale Dosis-Abhangigkeit der Senkung der basalen cAMP-
Produktion (Abb. 3.2).

Die rechnerisch maximale Hemmung der basalen cAMP-Produktion durch AgRP
betragt etwa 22 % (22,37 % (14,91 — 29,83%)). Diese maximale Hemmung ist abhan-
gig von der Rezeptorzahl pro Zelle und gleicht den Werten der maximalen Hemmung
bei mittlerer Uberexpression [112]. Der EGo-Wert der sigmoidalen Abh&ngigkeit
liegt Uberraschend niedrig bei 0,02 nM (0,001 — 0,23 nM).

3.1.1 AgRP hemmt die FSK-induzierte cAMP-Produktion in
HEK293-mMC4R-Zellen

Nijenhuis et al. zeigten in ihrer Charakterisierung von AgRP als inversen Agonisten
die Hemmung von FSK-induzierter-cAMP-Produktion durch AgRP [112]. Hierzu
verwendeten sie eine niedrige FSK-Konzentration von 1UM. Wird eine deutlich ho-

here FSK-Konzentration (wie hier 50 UM) verwendet, wird dieser Elekt dadurch
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Abbildung 3.2: Relative dosisabhangige Verminderung der basalen cAMP-
Produktion durch AgRP.

HEK293-mMC4R-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen AgRP behandelt und die
cAMP-Produktion im cAMP-Assay gemessen. Dargestellt ist die Zusammenfassung der Mittelwer-
te dreier unabhéngiger Experimente, durchgefuhrt jeweils in Dreifachbestimmung. Als 100% wurde
die basale cAMP-Produktion der Zellen in Abwesenheit eines Liganden gesetzt. Dieser Basalwert

wurde an der Stelle ,- 12"aufgetragen.
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Abbildung 3.3: Relative dosisabhéngige Senkung der FSK-induzierten
CAMP-Produktion durch AgRP.

HEK293-mMC4R-Zellen wurden mit 50 UM FSK und ansteigenden Konzentrationen AgRP behan-
delt und die cAMP-Produktion im cAMP-Assay gemessen. Dargestellt ist die Zusammenfassung
der Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente, durchgefihrt jeweils in Dreifachbestimmung. Als
100% wurde die FSK induziert cAMP-Produktion der Zellen in Abwesenheit von AgRP gesetzt.

Dieser Basalwert wurde an der Stelle ,- 12"aufgetragen.
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3. Ergebnisse

nicht kupiert, sondern das Ausmall der Hemmung der cAMP-Produktion durch
AgRP tritt noch deutlicher in Erscheinung (Abb. 3.3). Fir AgRP errechnet sich eine
maximale Hemmung von 76,96 % (57,94 bis 95,968 %) der FSK-induzierten CAMP-
Produktion. Die sigmoidale Konzentrationsabhangigkeit des E!ekts zeigt einen EGg

im Bereich von etwa 1 nM (0,7 nM (0,17 nM — 2,9 nM))(Tab. 3.1).

3.1.2 \Vergleich der Wirkung von AgRP auf die basale und die FSK-
induzierte cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen
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Abbildung 3.4: Vergleich der AgRP-bedingten Senkung der basalen und

der FSK-induzerten cAMP-Produktion.

Die cAMP-Akkumulation wurde mittels cAMP-Assay in HEK293-mMC4R-Zellen mit und ohne
gleichzeitige Inkubation mit 50 UM FSK gemessen, welche mit oder ohne 100 nM AgRP behandelt
wurden. Dargestellt ist ein exemplarisches Experiment der Senkung der basalen und der FSK-
induzierten cAMP-Produktion durch 100 nM AgRP (links) und die Zusammenfassung der Mittel-
werte der errechneten AgRP-induzierte cAMP-Reduktion aus 5 Experimenten, welche jeweils in

Dreifachbestimmung durchgefuhrt wurden (rechts).
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3. Ergebnisse

Der Vergleich der maximalen Hemmung der basalen und FSK-induzierten cCAMP-
Produktion liefert deutliche Unterschiede. So errechnet sich eine maximale Hemmung
der basalen cAMP-Produktion von lediglich 27,13 % (18,03 bis 36,02 %) im Ver-
gleich zur maximalen Hemmung der FSK-induzierten cAMP-Produktion von 76,96
% (57,94 bis 95,968 %). Noch wesentlicher unterscheiden sich die beiden E!ekte
aber in der absoluten Menge der verminderten cAMP-Produktion. Vergleicht man
die Wirkung von 100 nM AgRP auf die basale und die durch 500M FSK induzierte
cAMP-Produktion, dann zeigt sich, dass AgRP die basale Produktion um lediglich
1,712 fmol (0,1016 bis 3,323 fmol) pro Ansatz reduziert, wohingegen es die FSK-
induzierte Produktion um 480,7 fmol (257,8 bis 703,6 fmol) pro Well senkt. Beide
E'ekte zeigen deutliche Unterschiede der Konzentration bei halbmaximaler Wir-
kung, welche durch die EGg-Werte wiedergegeben werden (Tab. 3.1). Aufgrund der
Uberschneidung der Konedenzintervalle kénnen diese Unterschiede allerdings nicht
als signiskant bezeichnet werden. Folglich zeigen sich sehr deutliche Unterschiede in
der maximalen Hemmung und tendenziell unterschiedliche Egp-Werte beim Ver-
gleich der Hemmung von basaler und FSK-induzierter cAMP-Produktion, sodass
diese Ergebnisse zumindest Zweifel zulassen, ob beide E!ekte durch den gleichen
molekularen Mechanismus eines inversen Agonismus des AgRP erklarbar sind. Auf
den Unterschied zwischen der Hemmung von basaler und FSK-induzierter cAMP-

Produktion werde ich an spéaterer Stelle zuriickkommen.

Senkung der Senkung der
basalen cAMP-Produktion FSK-induzierten cAMP-Produktion
ECs0: 0,02 nM (0,001 — 0,23 nM) | ECsp: 0,7 nM (0,17 nM — 2,9 nM)

Tabelle 3.1: Vergleich der EC so-Werte der AgRP-Wirkung bei HEK293-mMC4R-
Zellen
Errechnete ECso-Werte aus den Dosiswirkungskurven dreier unabhangiger Experimente, dargestellt

in den Abbildungen 3.2. und 3.3., durchgefuhrt jeweils in Dreifachbestimmung.
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3. Ergebnisse

3.2 G-Protein-Aktivierung in HEK293-mMC4R-Zellen

Die cAMP-Produktion in Zellen ist abhangig von der AZ-Aktivitat, welche wie-
derum durch stimulierende und inhibierende G-Proteine reguliert wird. Da B-MSH
und AgRP, wie oben gezeigt, die cAMP-Produktion beein,ussen, stellt die Untersu-
chung der G-Protein-Aktivierung eine unbedingt notwendige MalRnahme zur detail-
lierten Beschreibung ihrer Wirkung an MC4R dar. Obgleich einige Publikationen die
Wirkung von B-MSH und AgRP auf die cAMP-Produktion beschreiben, wurde in
dieser Arbeit zum ersten Mal die G-Protein-Aktivierung an MC-Rezeptoren durch
B-MSH und AgRP Gegenstand der Untersuchung. Aufgrund der deutlichen E!ekte
von AgRP auf die cAMP-Produktion soll geklart werden, ob AgRP selbst aktiven
Ein,uss auf die G-Protein-Aktivierung nimmt.

Der GTP O®S-Assay ist eine etablierte Methode zur Untersuchung der G-Protein-
Aktivierung an GPCRs. Die irreversible Bindung von GTP O®S an aktivierte G-
Proteine wird hierbei genutzt zur Quantiezierung einer GPCR-bedingten G-Protein-
Aktivierung auf einen Stimulus hin. Da die Zellmembran fiir GTP O**S undurch-
lassig ist und G-Proteine membranassoziiert sind, werden Membranpréparationen
fir den Assay verwendet. Der GTRO°S-Assay ermdglicht somit in Membranpré-
parationen den Nachweis von GPCR-bedingtem GTP-Einbau in prinzipiell alle G-
Protein-Familien. Besonders eignet sich die Methode aber zur Untersuchung der
Gj/o -Kopplung von GPCRs, da diese G-Proteine eine héhere Nukleotid-Austausch-
Rate aufweisen und deshalb ein deutlicheres Signal ermdglichen [57, 162]. Auch das
Phanomen des inversen Agonismus wurde mit dem GTE*®S-Assay bereits an vielen
unterschiedlichen Rezeptoren untersucht [99, 109, 12, 121], bislang allerdings nie an
MC-Rezeptoren.

Membranpraparationen von HEK293-mMC4R-Zellen wurden deshalb in Anwe-
senheit von GTPG?®S mit B-MSH (1 UM) und AgRP (100 nM) behandelt (Abb. 3.5).
Zur Abschéatzung der unspezieschen Bindung von GTRO?®S in der Membranfrakti-
on wurde die durch hohe ATP-Konzentrationen (5 mM) erreichbare Verdrangung

des GTPCP®S genutzt, messbar in der Verringerung des basalen GT&°S-Einbaus.
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3. Ergebnisse

Die nach ATP-Behandlung verbleibende unspeziesche Radioaktivitéat steht in linea-
rem Zusammenhang mit der Membranmenge und erméglicht somit die Kontrolle der

eingesetzten Membranmenge.

3.2.1 B-MSH und AgRP induzieren GTP O®S-Einbau in HEK293-
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Abbildung 3.5: GTP O®S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen

Im GTP O S-Assay gemessener GTR®S-Einbau in Membranfraktionen von HEK293-mMC4R-
Zellen nach Stimulation mit 1 UM B-MSH und 100 nM AgRP. Eine Abschatzung der unspezisschen
Bindung ermdglicht die nach Verdréngung durch hohe ATP-Konzentrationen (5 mM) verbleibende
Radioaktivitat. Dargestellt ist ein exemplarisches Experiment durchgefiihrt in Vierfachbestimmung
(links), sowie die Zusammenfassung des ligandenspezieschen Einbaus, errechnet aus den Dilerenzen
zum basalen GTPG® S-Einbau aus den Mittelwerten von 13 unabhéngigen Experimenten, durchge-

fuhrt in Vierfachbestimmung (rechts).

Uberraschenderweise bewirkt nicht nur B-MSH, der bekannte Agonist am
mMMCA4R, sondern auch AgRP, der inverse Agonist, eine signiskante Erhdhung
der GTP*®S-Konzentration in der Membranfraktion. D.h. gemaR dieser erstmals
durchgefiihrten Versuchsreihe bedingt auch der inverse Agonist AgRP eine G-
Proteinaktivierung am mMC4R. Um den GTP C°S-Einbau zu quantiszieren, wur-
de aus der Dilerenz der induziert und basal gemessenen Radioaktivitdt die ab-

solute Menge GTPO®S pro mg Protein der Membranfraktion ermittelt. In jedem

65
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Versuch in dem sich ein signiskanter B-MSH-induzierter GTP (*°S-Einbau zeig-
te, wurde auch der AgRP-induzierte GTPCOP®S-Einbau quantieziert. Es ergibt sich
hochsigniskant sowohl! fir B-MSH als auch fur AgRP eine quantitativ &hnliche
GTP &°S-Akkumulation in HEK293-mMC4R-Zellen (B-MSH induziert gemittelt
71,19 fmol/mg/h und AgRP 66,62 fmol/mg/h).

3.2.2 B-MSH und AgRP induzieren GTP O®S-Einbau in HEK293-

Zellen mit humanen Melanocortinrezeptoren

Zuséatzlich wurde auch der GTPO®S-Einbau in Membranen von HEK293-Zellen, die
mit humanen Melanocortinrezeptoren transeziert worden waren, untersucht (Abb.
3.6). Es konnten Membranfraktionen sowohl von Zellen, die transient den huma-
nen MC4R exprimieren (trans hMC4R) als auch von Zellen, die diesen Rezeptor
stabil exprimieren (stabil h(MC4R), und von Zellen, die den humanen MC3R stabil
exprimieren (stabil h(MC3R) untersucht werden.

Auch diese Membranfraktionen zeigen einen signiskanten GTR?*°S-Einbau.
Neben der B-MSH-induzierten kann wieder eine AgRP-induzierte GTPO®S-
Akkumulation beobachtet werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich die mo-
lekularen Mechanismen des Melanocortinsystems bei Maus und Mensch so stark
gleichen, dass Erkenntnisse aus Versuchen am murinen MC-Rezeptoren auch &hnli-
che Ergebnisse am humanen Rezeptor erwarten lassen.

Auldllig ist bei diesen Ergebnissen eine deutlich hdhere AgRP-induzierte
GTP CG°S-Einbau gegeniiber denb-MSH-induzierten bei den hMC3R-Zellen. AgRP
wurde auch als inverser Agonist am MC3R beschrieben. Eine agonistische Wirkung
von AgRP auf MC3R wurde bislang nicht beschrieben.

Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Versuche den hdchst Giberraschen-
den Befund einer agonistischen Aktivitat von AgRP an Melanocortinrezeptoren
auf die G-Proteinaktivierung, beim bekannten Nachweis der Hemmung der cAMP-
Akkumulation. Im folgenden soll nun der Signalweg dieser agonistischen Aktivitat

von AgRP untersucht werden.
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Abbildung 3.6: GTP O°S-Akkumulation in HEK293-hMC4R- und HEK293-
hMC3R-Zellen

Im GTP O*®S-Assay gemessener ligandenspeziescher GTP® S-Einbau in Membranfraktionen von
HEK293-hMC4R-Zellen und HEK293-hMC3R-Zellen nach Stimulation mit 1 OM B-MSH und
100 nM AgRP. Zusammenfassung aus den Mittelwerten von drei unabhangigen Messungen des
GTP O®S-Einbau in transient den humanen MC4R exprimierenden HEK293-Zellen (links oben).
Zusammenfassung aus den Mittelwerten von neun unabhéngigen Messungen des GTE’® S-Einbau
in stabil den humanen MC4R exprimierenden HEK293-Zellen (rechts oben), sowie die Darstellung
von zwei durchgefiihrten Experimenten an HEK293-Zellen, welche den humanen MC3R stabil ex-

primieren. Alle Experimente durchgefiihrt in Vierfachbestimmung.
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3.2.3 Immunpréazipitation von G-Proteinen

AgRP-bedingt aktivierte G-Proteine beenden sich nicht in der G Bs-

Fraktion

Zur Aufklarung, welche G-Protein-Subtypen von AgRP ligandabhéangig aktiviert
werden, wurde eine Immunprazipitation der G-Proteine im Anschluss an einen
GTP °S-Assay an HEK293-mMC4R-Zellen durchgefiihrt. Die Spezietat fir die
Subtypen wurde mittels Antikbrpern gegen Gb-Untereinheiten erreicht, welche diese
jeweils spezissch aus der Gesamtheit der G-Proteine prazipitieren. Es wurden Anti-
korper gegen fast alle ®-Subfamilien verwendet, welche Ein,uss auf die Regulation
von cAMP haben und in Nervenzellen vorkommen. Verfahrensbedingt besndet sich
sowohl in der basalen, als auch in der ligandabhéngigen Fraktion eine wesentlich ge-
ringere Radioaktivitat als beim Messen kompletter GTPGP®S-Assay-Ansétze. In der
GBs-Fraktion endet sich ein hochsigniskanter GTP O**S-Einbau bei Stimulation mit
b-MSH. B-MSH zeigt ansonsten in keiner anderen Fraktion einen ligandspezieschen
GTP O&*5S-Einbau. Obwohl fiir AgRP hochsigniekant ein GTP (*®S-Einbau in &hnli-
chem Ausmal} wieD-MSH gefunden wurde (Abb. 3.5 und 3.6), kann dieser Einbau in
keiner GBb- Fraktion speziesch nachgewiesen werden. Da sich ei®-MSH-bedingter
Gbs-speziescher Einbau bei fehlendem Einbau durch AgRP in dieser Fraktion zeigt,
ist deutlich, dass dieser Einbau nicht in der (®s-Fraktion stattendet, obwohl unklar
bleibt in welcher Fraktion der AgRP-bedingte Einbau, welcher in den GTPO®S-
Assays ohne Immunprazipitation nachgewiesen werden konnte, sich beendet. Auch
zeigt sich keine AgRP-bedingte Verringerung der basalen ©s-Aktivierung in Form
einer Verringerung der Radioaktivitdt gegeniber dem Basalwert. Dieses Ergebnis
erklart somit sowohl keinen inversen Agonismus in Form einer verringerten ®s-
Aktivierung, als auch keinen inversen Agonismus in Form von Induktion des Nu-
kleotidaustauschs ohne Dissoziation des G-Proteins vom Rezeptor.

Eine mdgliche Erklarung ware die Aktivierung eines weiteren G-Proteins durch

AgRP, welches in dieser Immunpraziptiation nicht kontrolliert wurde. Auch A"-
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Abbildung 3.7: GB-Subtyp speziesche Immunprazipitation von mit b-MSH
oder AgRP behandelten Membranpréperationen aus dem GTP O®s-

Assay von HEK293-mMC4R-Zellen
Zusammenfassung aus den Mittelwerten der absolut gemessenen Radioaktivitédt in DPM von drei
(GBs), zwei (GBy,i2,i 3,02 Jund einem (GB;1) unabhangigen Experiment, jeweils durchgefiihrt in Drei-

fachbestimmung.
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nitéatsunterschiede zwischen den Antikérpern zu den jeweiligen G-Proteinen kénn-
ten fur diese Ergebnisse ursachlich sein. Eine speziesche Hemmung von G-Protein-
Subtypen zur Identiekation der durch AgRP aktivierten G-Proteine wirde entweder
die Verwendung Subtyp-speziescher siRNA ermoéglichen oder, wie hier im Weite-
ren genutzt, die Verwendung von Subtyp-spezieschen Toxinen. PTX ist ein solches

Subtyp-spezissches Toxin, welches selektiv ¢, -Proteine inhibiert.

3.3 Die Wirkung von PTX auf den GTP O°S-Einbau
und die cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-

Zellen

Die Behandlung von Zellen mit PTX wurde h&ausg zur Uberpriifung von Gjj -
Elekten eingesetzt, da es diese durch ADP-Ribosylierung speziesch hemmt. Sie stellt
eine etablierte Methode zur Aufklarung von intrazellularen Signalwegen dar [32, 132].
Als sichtbaren Elekt konnte die Wirkung des PTX schon lichtmikroskopisch als Ver-
schmalerung der Zellkdrper bei den HEK293-Zellen erkannt werden. HEK293-Zellen
exprimieren bereits endogen einen ¢ - gekoppelten Rezeptor, d.h. einen Rezeptor,
der ein PTX-sensitives G-Protein aktiviert: den Somatostatinrezeptor [79, 91] Somit
kann die Hemmung von Somatostatin (SST)-induziertem GTPO?®S-Einbau als Po-
sitivkontrolle fur die Wirkung des PTX eingesetzt werden. Zur Verhinderung eines
letalen Elekts auf die Zellen wurde das Toxin in einer adaquaten oft verwendeten

Konzentration von 100 ng/ml fur 12-16h verwendet [75, 156].

3.3.1 PTX hemmt den MC4R-vermittelten GTP O®S-Einbau in
HEK293-mMC4R-Zellen

Membranpraparationen von HEK293-mMC4R-Zellen, die nicht mit PTX behandelt
wurden, zeigen durchD-MSH, AgRP und auch durch SST induzierte GTPO®S-
Akkumulation. Die mit PTX behandelten Zellen zeigen eine geringere basale

GTP O*°S-Akkumulation. Zusatzlich wird aber auch der B-MSH-induzierte Ein-
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Abbildung 3.8: PTX-sensitiver GTP  O®S-Einbau in HEK293-mMC4R-
Zellen

Exemplarisches Experiment zum ligandspezisschen GTP 0 S-Einbau in die Membranfraktion von
HEK293-mMC4R-Zellen, welche zeitgleich fir 12 h mit 100 ng/ml PTX inkubiert wurden. Darge-

stellt sind die Mittelwerte aus einer Vierfachbestimmung einschlieRlich Standardabweichung.

bau anteilig und die AgRP-induzierte GTP O®S-Akkumulation sogar fast voll-
standig durch PTX unterdriickt. Die Hemmung der SST-induzierten GTP O®S-
Akkumulation zeigt als Positivkontrolle die PTX-Sensitivitat des GTP O®S-Einbaus
als Zeichen der ligandspezieschen Aktivierung von G, -Proteinen in den HEK293-
mMMCA4R-Zellen.

Zusétzlich zu allen Senkungen der GTRP®S-Akkumulation ist auch der Unter-
schied zwischerD-MSH-induziertem und AgRP-induziertem GTP (*®S-Einbau nach
PTX-Behandlung signiskant. Dies zeigt, dass der AgRP-bedingte GTPO?®S-Einbau
in PTX-sensitiven G-Proteinen stattendet, wohingegen B-MSH den GTPO®S-
Einbau sowohl in PTX-sensitive, als auch in PTX-insensitive G-Proteine induziert.

Die PTX-Sensitivitdt von BD-MSH- und AgRP-bedingten zellularen Elekten wur-

de weiter an der durch G-Proteine regulierten cAMP-Produktion untersucht.
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.9: Wirkung von PTX auf den BD-MSH- und AgRP-induzierten
GTP C®S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen

Prozent des ligandspezisschen GTPO®S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen nach PTX-
Behandlung, wobei 100 % dem ligandspezisschen Einbau ohne PTX-Behandlung entsprechen. Zu-
sammenfassung aus den Mittelwerten von sieben unabhéngigen Experimenten mit B-MSH (1UM)
und AgRP (100 nM), wobei in zwei dieser Experimente als Positivkontrolle der durch 1 UM SST
induzierte GTP &®®S-Einbau mitbestimmt wurde. Jedes Experiment durchgefiihrt in Vierfachbe-

stimmung.
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